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“Tengo poderosas razones para creer que el planeta del cual venía el 
principito era el asteroide B 612. Este asteroide ha sido visto sólo 
una vez con el telescopio en 1909, por un astrónomo turco. 
Este astrónomo hizo una gran demostración de su descubrimiento 
en un congreso Internacional de Astronomía. Pero nadie le creyó a 
causa de su manera de vestir. Las personas mayores son así. 
Felizmente para la reputación del asteroide B 612, un dictador turco 
impuso a su pueblo, bajo pena de muerte, el vestido a la europea. 
Entonces el astrónomo volvió a dar cuenta de su descubrimiento en 
1920 y como lucía un traje muy elegante, todo el mundo aceptó su 
demostración.” 
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 La acumulación de proteínas mal plegadas fuera de la membrana citoplasmática de 
la bacteria puede interferir con la maquinaria de secreción, es por ello que la existencia 
de factores de control de calidad que eliminen las proteínas mal plegadas resulta de gran 
importancia en bacterias que son productoras eficientes de proteínas de secreción. Para 
responder al estrés producido por la acumulación de proteínas incorrectamente plegadas 
estas bacterias normalmente emplean sistemas de dos componentes específicos que 
activan la expresión de proteasas de tipo HtrA que eliminan de forma específica las 
proteínas extracelulares plegadas incorrectamente (Sarvas y col., 2004). 
 
La sobreproducción de alfa-amilasa en S. lividans, una bacteria Gram-positiva 
frecuentemente empleada para la producción industrial de proteínas, provoca un estrés 
por secreción producido por acumulación de alfa-amilasa incorrectamente plegada. En 
estas condiciones, hemos identificado un sistema de dos componentes (CssR-CssS) que 
regula la transcripción de tres genes que determinan la síntesis de proteasas de tipo 
HtrA, las cuales parecen estar implicadas en la respuesta a este estrés. Estirpes mutantes 
en cada uno de los genes que forma parte del operón que codifica el sensor (CssS) y el 
regulador (CssR), acumulan proteína no funcional fuera de la célula, confirmando que 
este sistema de dos componentes está implicado en la respuesta al estrés por secreción 
en S. lividans. Ensayos de retardo en gel con el regulador CssR purificado nos han 
permitido establecer que los genes que codifican las tres proteasas de tipo HtrA, así 
como el primer gen del operon del sistema de dos componentes, parecen ser dianas de 
regulación directa de CssR. 
 
Por otra parte, mutaciones en cada uno de los genes de las proteasas sugieren que la 
acción conjunta de las tres proteasas es necesaria para la eliminación de la proteína 
incorrectamente plegada. Adicionalmente, la sobreproducción de cualquiera de los 
genes de las proteasas provoca una disminución de la cantidad de alfa-amilasa activa, 
apuntando a que un exceso de una de las proteasas puede causar una descompensación 
en su acción, provocando efectos negativos en la calidad de la proteína secretada. 
 Misfolded proteins accumulating outside the bacterial cytoplasmic membrane can 
interfere with the secretory machinery, hence the existence of quality factors to 
eliminate these misfolded proteins is of vital importance in bacteria that are efficient 
producers of secretory proteins. These bacteria normally use a specific two-component 
system to respond to the stress produced by the accumulation of the misfolded proteins, 
through activating the expression of HtrA-like proteases to specifically eliminate the 
incorrectly folded extracellular proteins (Sarvas y col., 2004). 
 
The overproduction of alpha-amylase causes secretion stress in S. lividans, a Gram-
positive bacteria used for industrial protein production, due to the accumulation of 
misfolded alpha-amylase. Under this condition, we have identified a two-component 
system (CssR-CssS) that regulates three HtrA-like proteases, which appear to be 
involved in secretion stress response. Mutants in each of the genes forming part of the 
two-genes operon that encodes the sensor (CssS) and regulator protein (CssR) 
components accumulated misfolded proteins outside the cell, strongly suggesting the 
involvement of this two-component system in the S. lividans secretion stress response. 
Electrophoretic mobility shift assays with the purified CssR regulator allowed us to 
establish that the three HtrA-like proteases genes, as well as the first gene of the two-
components operon, seems to be targets of direct regulation from CssR. 
 
On the other hand, mutations in each of the protease genes suggest that all of them 
are necessary together for the elimination of the misfolded protein. Additionally, the 
overproduction of any of the protease genes produces a depletion of the active alpha-
amylase, suggesting that an excess of any of the proteases could cause an imbalance in 
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1. El género Streptomyces. 
 
Los estreptomicetos son microorganismos que se clasifican dentro del orden de los 
Actinomycetales. El género Streptomyces está formado por bacterias Gram-positivas, 
generalmente aerobias y ubicuas en la naturaleza, aunque su hábitat principal es el suelo 
(Kieser y col., 2000), donde se las identifica generalmente por el olor a tierra húmeda, 
resultado de la secreción del compuesto químico geosmina (Gust y col., 2003). 
Los estreptomicetos son organismos con un alto contenido en G+C en su genoma 
(alrededor de un 73%) (Madigan y col., 1999; Williams y col., 1989), y se caracterizan 
por su gran capacidad de producción de enzimas extracelulares que les permiten 
adaptarse a su medio natural, formado principalmente por polímeros insolubles (Gilbert 
y col., 1995). Además son microorganismos capaces de sintetizar una gran variedad de 
metabolitos secundarios, con aplicaciones en medicina, veterinaria y agricultura, tales 
como antibióticos, herbicidas, inhibidores enzimáticos, pigmentos, antitumorales, etc. 
(Thompson y col., 2002; Challis y col., 2003; StreptomeDB 
http://www.pharmaceutical-bioinformatics.de/streptomedb/). Esta diversidad metabólica 
es debida a que los estreptomicetos cuentan con un genoma de entre 7,8-8 Mb (Kieser y 
col., 1992; Leblond y col., 1993), que contiene diversos factores de transcripción que 
controlan la expresión génica, permitiéndoles responder frente a necesidades específicas 
(Bentley y col., 2002).  
 
El ciclo de vida de los microorganismos del género Streptomyces se caracteriza por 
ser un ciclo de diferenciación morfológica complejo que recuerda al de muchos hongos 
filamentosos. El ciclo (Figura 1) comienza con la germinación de una espora 
mononucleada bajo condiciones ambientales favorables, la cual da lugar en medio 
sólido a un conjunto de hifas ramificadas que constituyen el micelio sustrato. El 
crecimiento vegetativo de este micelio, el cual  posee septos que delimitan 
compartimentos con varias copias del genoma en cada uno, tiene lugar gracias a los 
nutrientes disponibles en el medio (Chater, 1984). A medida que la colonia madura, se 
produce una limitación de nutrientes y un estrés fisiológico (Takano y Bibb, 1994; 
Chakraburtty y Bibb, 1997) que dispara una cascada de señales de activación de genes 





1993). Sobre este micelio comienzan a formarse hifas menos ramificadas que crecen 
elevándose sobre la superficie del medio de cultivo, formando el micelio aéreo gracias, 
en parte, a los nutrientes aportados por la lisis del micelio sustrato. Mediante 
tabicaciones transversales de estas hifas se forman cadenas de esporas que  constituyen 
el medio de dispersión de estos organismos y que, en las condiciones adecuadas, pueden 
germinar e iniciar un nuevo ciclo de desarrollo (Méndez y col., 1985). Actualmente es 
conocido que este proceso es más complejo y heterogéneo de lo que se planteó 
inicialmente. Al germinar la espora se forma un micelio primero con hifas 
compartimentalizadas, el cual sufre una ronda temprana de muerte celular, resultando en 
una alternancia de compartimentos vivos y muertos (Manteca y col., 2005a, b). A 
continuación, a partir de los segmentos vivos, se forma un micelio segundo no 
compartimentalizado (sincitio) precursor del micelio aéreo (Manteca y col., 2007). 
 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces. (Modificado de Angert ER., 2005). Se indica el 
tiempo aproximado en el cual tiene lugar cada etapa del desarrollo. 
 
La secuenciación del genoma completo de Streptomyces coelicolor A3(2) (Bentley 
y col., 2002) permitió conocer la estructura de su cromosoma único y lineal de 
8.667.507 pb, con 7.825 genes predecibles, muchos de los cuales parecen estar 
implicados en la respuesta a estímulos externos y a diversos tipos de estrés, lo que hace 
que sea uno de los genomas bacterianos conocidos de mayor tamaño, aproximadamente 
el doble que el de muchas bacterias (Blattner y col., 1997). Además del cromosoma 
linear, S. coelicolor A3(2) tiene tres plásmidos: SCP1 (lineal de 356 Kb), SCP2 





col., 2000). Los genomas de Streptomyces coelicolor A3(2) y de Streptomyces lividans 
66 son prácticamente idénticos, a excepción de algunas diferencias presentes en los 
agrupamientos génicos de las rutas biosintéticas del antibiótico dependiente de calcio 
(CDA), y de actinorrodina, así como en la ruta del glioxilato o en los genes que 
codifican metiltransferasas dependientes de S-adenosilmetionina  y endonucleasas de 
restricción sensibles a grupos metilo (Jayapal y col., 2007; Lewis y col., 2010).  
 
En los últimos años ha habido un creciente interés por el uso de Streptomyces 
lividans como bacteria productora de compuestos de interés, ya que presenta algunas 
ventajas frente al uso de E. coli, la bacteria mejor caracterizada y más empleada para la 
obtención de proteínas. S. lividans posee una  maquinaria de secreción eficiente, 
secretando directamente al medio enzimas hidrolíticas y otros metabolitos secundarios. 
Como bacteria Gram-positiva presenta una única membrana que carece de 
lipopolisacáridos, los cuales pueden co-purificar con la proteína de interés y dar 
reacciones inmunogénicas. Además, la producción en bacterias Gram-positivas evita la 
contaminación de la proteína con endotoxinas, frecuentes en Gram-negativas. Otras 
características que hacen ventajoso el uso de S. lividans es que posee una baja actividad 
de sus proteasas endógenas en comparación con otras especies de Streptomyces (Binnie 
y col., 1997), y además su manipulación genética es sencilla debido a su relajado 
sistema de restricción y modificación del ADN, (Hopwood y col., 1985), no siendo 












Tabla 1. Ejemplos de proteínas heterólogas expresadas en Streptomyces lividans (Anné y 
col., 2012). 
Proteína Origen 
Receptor de interleuquina-4 Homo sapiens 
Interleuquina-6 Homo sapiens 
Glucagón Homo sapiens 
Proteína antigénica  Mycobacterium  tuberculosis 
Lipasa termoestable Aislado de metagenómica 
Xilanasa Aspergillus   nidulans 





Por todo esto, S. lividans ha sido empleada para la producción de proteínas 
homólogas y heterólogas (Anné y Van Mellaert., 1993; Parro y Mellado., 1994; Van 
Mellaert y Anné., 1994; Gilbert y col., 1995; Binnie y col., 1997; Lammertyn y col., 
1997, Anné y col., 2012). En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de proteínas 
obtenidas empleando a S. lividans como organismo productor. 
 
 
2. Secreción en Streptomyces. 
 
La optimización de la producción y la secreción de proteínas de interés es esencial 
para el desarrollo de los procesos biotecnológicos que permitirán la obtención de las 
proteínas a nivel industrial. La secreción tiene varias ventajas respecto a la acumulación 
intracelular de las proteínas de interés. Una de ellas es que las proteínas secretadas 
suelen recuperarse plegadas en su conformación nativa (Pozidis y col., 2001); además 
se reducen los costes de los procesos de extracción y purificación, así como el riesgo de 
contaminación con proteínas y ácidos nucleicos de la bacteria anfitriona. Por otra parte, 
la secreción evita el problema de la formación de cuerpos de inclusión en el citoplasma, 
muy comunes en algunos organismos como E. coli. A pesar de ello, se ha descrito que 
la sobreproducción de proteínas de secreción conduce a una situación desfavorable de 
acúmulo de proteína mal plegada que puede comprometer el correcto funcionamiento de 
la maquinaria de secreción y la supervivencia de la célula (Sarvas y col., 2004).   Por 
tanto, el conocimiento de los mecanismos de secreción y de control de la calidad de las 
proteínas secretadas de la bacteria es relevante para poder optimizar los procesos de 
producción de estas proteínas. 
 
El transporte de proteínas hacia la membrana para su posterior secreción o 
integración en la bicapa lipídica, es un proceso esencial en la célula con mecanismos 
conservados a lo largo de la evolución (Cao y col., 2003). Se estima que entre el 25% y 
el 30% de los genes en bacterias codifican proteínas que tienen una localización 
extracelular total o parcial, al quedar asociadas a la cara externa de la membrana 
(Palmer y col., 2005).  
La ruta Sec es la vía por la que se secretan la mayor parte de las proteínas 
extracelulares. La secreción a través de esta ruta se realiza sin que las proteínas se 





de trinucleótidos (ATP y GTP) junto la fuerza protón-motriz de membrana (de Keyzer y 
col., 2003). La otra ruta de secreción es la ruta minoritaria Tat (Twin-arginine 
translocation), que transporta proteínas en su plegadas en su conformación funcional 
utilizando únicamente la fuerza protón-motriz generada por el gradiente de pH 
transmembranal (Palmer y col., 2005). 
 
2.1.   La ruta de secreción Sec en Streptomyces. 
 
La ruta Sec es la ruta de secreción mayoritaria en Streptomyces, y también ha sido 
la más estudiada y empleada para la producción de proteínas heterólogas. Al ser la ruta 
principal de secreción y en la cual la proteína es secretada de forma no plegada, gran 
parte de las proteínas secretadas en la bacteria lo harán sin haber alcanzado su estructura 
final, pudiendo producirse un acúmulo de proteína incorrectamente plegada, y por tanto 
no funcional, en situaciones de sobreproducción de proteínas, circunstancia conocida 
como estrés por secreción (Antelmann y col., 2003). Es por ello, que resulta esencial 
desde el punto de vista biotecnológico el estudio y la identificación de los mecanismos 
de control de calidad encargados de resolver esta situación de estrés. 
 Como ruta de secreción presenta la ventaja, frente a la ruta Tat, de que las 
proteínas secretadas por esta vía no es necesario que se transporten ya plegadas desde el 
interior celular, donde el ambiente reductor resulta problemático para la formación de 
puentes disulfuro o para la unión de determinados cofactores necesarios para la proteína 
madura.  
Las proteínas secretadas por la vía Sec son sintetizadas como pre-proteínas con un 
péptido señal aminoterminal, de unos 35 aminoácidos en estreptomicetos (Gilbert y col., 
1995) frente a los 24 aminoácidos de media que presentan los de las bacterias Gram-
negativas (Bendtsen y col., 2004). Este péptido señal está formado por una región 
amino terminal (dominio N) cargada positivamente, seguida por un dominio H central 
de mayor longitud e hidrofóbico, y un fragmento C-terminal que contiene los 
aminoácidos que constituyen el sitio de reconocimiento de la peptidasa señal. Se cree 
que el péptido señal es necesario para dirigir la pre-proteína al translocón, formado por 
SecY, SecE y SecG, el cual media la translocación de las proteínas a través de la 
membrana lipídica. Estudios recientes sugieren que los dominios maduros de la pre-





importancia al péptido señal en la secreción de proteínas (Gouridis y col., 2009). Aún 
así, se ha descrito que podrían actuar como activadores alostéricos del translocón, por lo 
que serían igualmente esenciales para la secreción de las proteínas (Gouridis y col., 
2009).  
 
Figura 2. Esquema general de la secreción de proteínas por la ruta Sec en Streptomyces. 
SRP dirige a las proteínas de secreción hacia el translocón interaccionando con su receptor 
FtsY, el cual facilitará la asociación del complejo a la membrana. Posteriormente tiene lugar la 
transferencia de la cadena polipeptídica al translocón mediada por SecA, produciéndose a 
continuación la disociación de SRP y FtsY, y la translocación de la proteína a través del canal 
de membrana. Por último, la peptidasa señal correspondiente escinde el péptido líder de la 
proteína y ésta pasa al espacio extracelular donde la peptidil-prolil-cis/trans-isomerasa (PPIasa), 
y las proteínas formadoras de puentes disulfuro (Dsbs) le ayudarán a plegarse correctamente. 
 
En E. coli la chaperona SecB es la encargada de transportar de forma post-
traduccional las pre-proteínas de secreción hacia el translocón, mientras que la partícula 
reconocedora de la señal (SRP) transporta cotraduccionalmente las pre-proteínas cuyo 
destino final es la membrana de la célula (Beck y col., 2002). Se ha descrito que 
Streptomyces carece de la chaperona SecB, así que de forma cotraduccional la partícula 
reconocedora de la señal (SRP), formada por la proteína Ffh y por un ARN pequeño 
citoplasmático de 82 nt, conduce a la pre-proteína hacia el complejo formado por 





receptor FtsY (Palomino y Mellado, 2005). SecA, que tiene actividad ATPasa, 
introducirá la proteína a través del translocón gracias a la energía obtenida mediante la 
hidrólisis de ATP (Papanikou y col., 2007). A continuación, las pre-proteínas de 
secreción son procesadas por una peptidasa señal de tipo I (SPasaI) la cual escindirá el 
péptido señal, liberando la proteína madura al medio. S. lividans tienen cuatro genes 
distintos que codifican SPasas I (SipX, SipW, SipY, SipZ). Ninguno de los genes 
correspondientes es esencial para la viabilidad de la célula, pero se ha demostrado que 
SipY es la SPasa I mayoritaria (Palacín y col., 2002). 
 
2.2.   La ruta de secreción Tat en Streptomyces. 
 
Además de la ruta Sec, se ha descrito que los estreptomicetos también poseen una 
ruta de secreción minoritaria dependiente de un péptido señal con dos argininas, o ruta 
Tat (Schaerlaekens y col., 2001; Li y col., 2005; Widdick y col., 2006; Joshi y col., 
2010). La maquinaria de la ruta Tat, como se ha comentado anteriormente, exporta 
proteínas completamente plegadas, e incluso oligomerizadas o unidas a cofactores, a 
través de la membrana citoplasmática y gracias únicamente a la energía protón-motriz 
generada por el gradiente de pH transmembranal. Los péptidos señal que contienen las 
proteínas que serán secretadas por la ruta Tat presentan la misma estructura que los 
péptidos señal Sec, pero con un motivo conservado S/T-R-R-x-F-L-K, donde las dos 
argininas son esenciales en la mayoría de casos para la secreción eficiente por la ruta 
Tat (Stanley y col., 2000).  
De forma similar a lo que ocurre en bacterias Gram-negativas, en Streptomyces, 
TatA, TatB y TatC son los componentes principales de esta ruta (Schaerlaekens y col., 
2001). En el caso de las bacterias Gram-positivas con un bajo contenido de G+C en su 
genoma, como Bacillus subtilis, se ha descrito que poseen una maquinaria de 
translocación de tipo TatAC, sin el componente TatB presente (Pop y col., 2003). En E. 
coli las proteínas TatA, TatB y TatC se encuentran localizadas en la membrana, 
mientras que en S. lividans TatA y TatB se han detectado tanto en el citosol como en la 






Figura 3. Esquema general de la secreción de proteínas por la ruta Tat en Streptomyces. El 
complejo soluble TatAB reconoce el péptido líder de la proteína precursora, transportándola 
directamente hacia la membrana, donde TatC reconocerá el complejo. El reclutamiento de 
nuevas subunidades permite la formación del poro de translocación. 
 
Se ha establecido un modelo de funcionamiento para S. lividans (Figura 3) (De 
Keersmaeker y col., 2007) en el que los componentes TatA y TatB solubles se 
encuentran formando hetero-oligómeros y presentan afinidad de unión por los péptidos 
líderes con el dominio típico para el transporte por la ruta Tat. Además TatB actuaría 
reconociendo a TatC, transportando la proteína hacia la membrana y estabilizando el 
complejo TatABC-proteína precursora. Se ha descrito que TatC se encuentra embebida 
en la membrana y parece tener un papel clave en el ensamblaje del complejo de 
translocación. Por otra parte se especula que TatA sería la proteína encargada de formar 
el poro por su capacidad de homo-oligomerización flexible, de forma que podría 
adaptarse a las distintas proteínas que van a ser translocadas (De Keersmaeker y col., 
2007). 
Las predicciones informáticas han permitido establecer que solamente un 18% 
aproximadamente de las posibles proteínas secretadas en S. coelicolor son presuntos 
sustratos de la ruta Tat, habiéndose demostrado experimentalmente que sólo 27 de ellas 
utilizan esa ruta (Widdick y col., 2006). Por tanto, la mayoría de las proteínas de 
secreción serán secretadas por la ruta Sec de forma no plegada. En condiciones de 
sobrepreducción de proteínas puede producirse la acumulación de proteínas 
incorrectamente plegadas fuera de la célula (estrés por secreción). Es por ello que el 





relevante en un microorganismo con una secreción eficiente como es el caso de S. 
lividans. En otras bacterias se ha descrito que los sistemas de control calidad encargados 
de actuar ante una situación de estrés por secreción están formados por sistemas de dos 
componentes que regulan la acción de proteasas específicas encargadas de degradar las 
proteínas incorrectamente plegadas (Hyyryläinen y col., 2001). 
 
 
3. Sistemas de dos componentes. 
 
Para poder sobrevivir en un amplio rango de nichos ecológicos las bacterias deben 
sentir y responder a una gran variedad de señales ambientales y fisiológicas. Por tanto, 
las rutas de transducción de las señales son fundamentales en el proceso de elaboración 
de las respuestas adaptativas a los estímulos externos. 
La vía principal de señalización para las bacterias son los sistemas de dos 
componentes. La transducción de la señal de los sistemas de dos componentes ocurre 
normalmente de forma que una proteína sensora histidina quinasa recibe el estímulo y 
actúa autofosforilándose en un residuo de histidina. A continuación la información pasa 
al regulador de la respuesta, mediante la transferencia del fosfato desde el sensor a un 
residuo de aspartato del regulador, el cual llevará a cabo un cambio apropiado en la 
fisiología de la célula. Los sensores histidina quinasa y los reguladores de la respuesta 
poseen una modularidad intrínseca que separa el estímulo de entrada, la 
fosfotransferencia, y la respuesta de salida, lo que ha permitido a las bacterias 
expandirse y diversificar sus capacidades de señalización.  
 
3.1. Distribución de los sistemas de dos componentes. 
 
Los sistemas de dos componentes se han encontrado en organismos de todos los 
dominios: Bacteria, Archaea, y Eukarya. Sin embargo, su abundancia en cada uno de 
ellos difiere considerablemente. Los sistemas de fosfotransferencia de tipo His-Asp son 
los más comunes en las vías de señalización de bacterias, pero son muy raros en 
eucariotas, donde predominan las cascadas de proteínas quinasas de tipo Ser/Thr/Tyr 
(Stock y col., 2000). Aún así, en contraste con los numerosos sistemas de dos 
componentes identificados en procariotas, sólo unos pocos se han encontrado en 





no se han hallado en genomas animales, incluido el de los humanos, por lo que se 
considera que los sistemas de dos componentes no están presentes en el reino animal 
(Wolanin y col., 2002). Su ausencia en animales, junto con el hecho de que se 
relacionan a algunos de estos sistemas de dos componentes con procesos de virulencia y 
resistencia a antibióticos, hacen de ellos una buena diana para compuestos 
antimicrobianos (Barrett y col., 1998; Gotoh y col., 2010). 
El número de sensores histidina quinasas presentes en un genoma bacteriano es 
proporcional al tamaño de dicho genoma, así que en bacterias patógenas, que suelen 
tener genomas pequeños, el porcentaje de sensores histidina quinasa y reguladores de 
respuesta en relación al número total de genes es menor, aproximadamente un 0,26% 
comparado con el 0,65% de las bacterias de vida libre. En el caso de S. coelicolor, los 
sistemas de dos componentes constituyen el 0,86% de las pautas abiertas de lectura 
totales, lo cual supone un 25% más que la media para bacterias no patógenas de vida 
libre (Kim y Forst, 2001). Este hecho sugiere que S. coelicolor es un organismo bien 
equipado para enfrentarse a un amplio rango de estímulos ambientales (Bentley y col., 
2002). 
 
Habitualmente los sistemas de dos componentes están formados por un sensor 
histidina quinasa y un regulador de la respuesta, cuyos genes se encuentran uno 
adyacente al otro y se organizan por parejas en el genoma. Sin embargo, en ocasiones, 
puede haber uno de estos genes sin pareja contigua. La secuenciación del genoma de 
Streptomyces coelicolor ha permitido la identificación de 67 posibles sistemas de dos 
componentes típicos, así como 13 reguladores de respuesta potenciales sin un sensor 
contiguo en el genoma, y 17 posibles sensores que carecen de un regulador adyacente 
(Hutchings y col., 2004). La mayoría de los sistemas de dos componentes de S. 
coelicolor cuya función se ha identificado ya sea experimentalmente o por homología 











Sistema Proceso regulado Referencia 
ChiR/ChiS Producción de una quitinasa. (Homerová y col., 
2002) 
VanR/VanS Regulación de la producción de vancomicina. (Hutchings y col., 
2006) 
PhoP/PhoR Transporte de fosfato y producción de antibióticos. (Rodríguez-Garcia y 
col., 2007) 
AbrC1/C2/C3 Regulación positiva de la producción de antibióticos 
y la diferenciación morfológica. 
(Yepes y col., 2011) 
AbrA1/A2 Regulación negativa de la producción de antibióticos 
y la diferenciación morfológica. 
(Yepes y col., 2011) 
DegS/DegU Transición al metabolismo secundario (producción de 
antibióticos, proteínas de secreción). 
(Rozas y col., 2012) 
AfsQ1/Q2 Producción de antibióticos y diferenciación. (Wang y col., 2013) 
 
Tabla 2. Algunos sistemas de dos componentes descritos en S. coelicolor. 
 
3.2. Estructura de los sistemas de dos componentes. 
 
 Sensores histidina quinasa: 
 
Los sensores histidina quinasa son generalmente proteínas de membrana que actúan 
de forma homodimérica. Su estructura puede dividirse en dos grandes regiones: la 
amino terminal, donde se encuentra el dominio sensor, y la carboxilo terminal, donde se 
localiza la actividad catalítica de la quinasa. 
En la región carboxilo terminal hay dos dominios muy conservados, el dominio de 
dimerización y fosfotransferencia (DHp de Dimerization and Histidine 
Phosphotransfer), el cual alberga el dominio o caja H que a su vez contiene la histidina 
conservada donde se producirán las reacciones de autofosforilación y 
fosfotransferencia, y el dominio catalítico y de unión a ATP (CA de Catalytic and ATP 
binding). La región amino terminal es la que tiene una secuencia menos conservada, 
siendo por tanto la que determina la variedad de estímulos ambientales a las que pueden 
responder las proteínas sensoras. En esta región hay varios elementos modulares, 





transmembrana, que están implicados en el reconocimiento de la señal y conforman el 
dominio sensor de la proteína.  
 
 
Figura 4.  Clasificación de los sensores histidina quinasa. A. Representación esquemática de 
los tres grupos de sensores histidina quinasa (modificado de Mascher y col., 2006). B. 
Organización en dominios de los sensores histidina quinasa (Capra y Laub., 2012). 
 
Los sensores histidina quinasa pueden clasificarse en tres grandes grupos según la 
topología de sus dominios sensores (Figura 4A), aunque algunos presentan varias de las 
topologías combinadas. En el primer grupo, o grupo mayoritario, se encuentran los 
sensores histidina quinasa que presentan un dominio sensor extracelular o periplásmico 
flanqueado por al menos dos hélices transmembrana. En este caso el dominio sensor y 
el dominio quinasa se encuentran en dos compartimentos celulares distintos, y por tanto 
necesitarán que la transducción de la señal se produzca a través de la membrana. Este 
tipo de proteínas sensoras responde normalmente ante solutos y nutrientes (Mascher y 
col., 2006). En el segundo grupo se clasifican un conjunto diverso de sensores histidina 
quinasa que contienen un número variable de regiones transmembrana (de 2 a 20) 
implicadas en la percepción de la señal, seguramente relacionada con cambios en las 
propiedades de la membrana. La mayoría de los sensores relacionados con la percepción 
de quórum pertenecen a este tipo. Por último, el tercer grupo engloba a los sensores 
histidina quinasa, tanto unidos a la membrana como solubles, que tienen un dominio 
sensor intracelular que detecta la presencia de solutos o proteínas señalizadoras en el 
citoplasma relacionados con el estado metabólico de la célula o con su ciclo celular 





entre la región transmembrana y el dominio DHp (Figura 4B), siendo los más comunes 
los de tipo PAS (Period clock protein, Aryl hydrocarbon receptor and Single-minded 
protein), HAMP (Histidine kinases, Adenylate cyclases, Methyl accepting proteins and 
Phosphatases) o GAF (mammalian cGMP-binding PDEs, Anabaena Adenylyl cyclases, 
and Escherichia coli FhlA). Estos dominios pueden transmitir la señal desde el dominio 
sensor al dominio DHp y CA, o incluso en algunos casos pueden reconocer 
directamente señales citoplasmáticas (Capra y Laub, 2012).  
 
 Reguladores de la respuesta: 
 
Los reguladores de respuesta tienen una arquitectura modular y poseen 
normalmente un dominio conservado N-terminal receptor o regulador (REC de Receiver 
domain)  y otro efector en la zona carboxilo terminal de secuencia variable. Sin 
embargo se han descrito reguladores de respuesta formados únicamente por el dominio 
receptor, como en el caso de CheY que participa en los procesos de quimiotaxis 
(Galperin, 2006; Gao y Stock, 2009). 
El dominio regulador participa en la catálisis de la transferencia del fosfato desde el 
sensor histidina quinasa al propio regulador, y además modula la actividad del dominio 
efector de una forma dependiente de la fosforilación. En el dominio regulador se 
localizan una serie de residuos aminoacídicos conservados imprescindibles para la 
fosforilación del regulador de respuesta. Este conjunto de aminoácidos está constituido 
por tres residuos de Asp/Glu  que forman el bolsillo ácido, entre los cuales se encuentra 
el Asp receptor del fosfato.  
 El dominio efector produce la respuesta de salida, permitiendo un gran rango de 
posibles respuestas debido a la variabilidad de este dominio. La mayoría de los 
dominios efectores tienen capacidad de unión a ADN y actúan como reguladores 
transcripcionales con dominios de unión a ADN generalmente de tipo OmpR, NarL o 
NtrC, aunque algunos reguladores de respuesta tienen dominios efectores enzimáticos, 









3.3. Mecanismo de acción de los sistemas de dos componentes. 
 
La dimerización del sensor histidina quinasa parece ser imprescindible para la 
función del mismo. La percepción del estímulo provoca la alteración de las 
interacciones proteína-proteína en la superficie del dímero transmitiendo la señal a los 
dominios quinasa (Gao y Stock, 2009). Por tanto, tras la percepción del estímulo un 
monómero del sensor cataliza la fosforilación, generalmente in trans, de otro monómero 
del sensor a partir de una molécula de ATP. A continuación, el regulador de la respuesta 
cataliza la transferencia del grupo fosforilo desde el residuo de histidina del sensor 
histidina quinasa hasta el residuo de aspartato que se encuentra localizado en su 
dominio regulador (Figura 5A). La fosforilación del dominio regulador provoca un 
cambio conformacional en la proteína reguladora, activando el dominio efector. En la 
mayoría de los casos el dominio efector activo actuará uniéndose a secuencias 
específicas de ADN, regulando la expresión génica. Se ha descrito que la fosforilación 
del regulador induce la dimerización o la oligomerización del mismo, siendo este un 
paso adicional de regulación en el proceso (Gao y Stock, 2009).  
 
 
Figura 5. Transducción de la señal en los sistemas de dos componentes. A. Mecanismo 
típico de transducción de la señal. B. Transducción en varios pasos mediante una cascada de 
fosforilación a través de un sensor híbrido y una proteína histidina fosfotransferasa. 
(Modificado de Gao y Stock, 2009). 
 
Además de este mecanismo de acción mayoritario se ha descrito otro más complejo 





proteína quinasa híbrida, es decir, con un sensor histidina quinasa que posee un dominio 
receptor fusionado a su extremo carboxilo terminal. Después de la autofosforilación y la 
fosfotransferencia dentro del propio sensor a su dominio receptor, el grupo fosforilo 
pasa a una proteína histidina fosfotransferasa y de aquí al regulador de la respuesta final 
(Figura 5B). Se ha descrito que aproximadamente el 25% de los sensores histidina 
quinasa son híbridos, así que parece ser que los sistemas de fosforilación en múltiples 
pasos se encuentran bastante extendidos (Cock y col., 2007; Capra y col., 2012). 
 
La presencia de múltiples parejas de sensores histidina quinasas y reguladores de 
respuesta parálogos podría apuntar a que la fosforilación y activación cruzada sería un 
fenómeno frecuente. Se ha demostrado que a pesar de haber algunos ejemplos de 
fosforilaciones cruzadas (Laub y col., 2007), este hecho no ocurre normalmente in vivo. 
Hay una fuerte preferencia cinética por la fosforilación entre el sensor histidina quinasa 
y su regulador correspondiente. Utilizando herramientas informáticas se han detectado 
dos zonas de residuos aminoacídicos en los sensores histidina quinasa clave para la 
especificidad por el regulador: una alrededor del sitio del residuo de histidina 
fosforilable, y otro al final de las cuatro hélices del dominio DHp. Experimentalmente 
se ha comprobado que un cambio en estos aminoácidos provoca un cambio en la 
fidelidad del sensor (Skerker y col., 2008). Por otra parte se cree que la actividad 
fosfatasa presente en muchos sensores histidina quinasa tendría como cometido eliminar 
los fosfatos de reguladores activados inespecíficamente por otras proteínas quinasa, 
garantizando así la especificidad de la reacción. 
 
 
4. Estrés por secreción. 
 
El transporte de las proteínas desde su lugar de síntesis hasta su localización 
funcional es un proceso esencial para todas las células. En bacterias, la mayoría de las 
proteínas que son secretadas se liberan en su forma no plegada, al espacio periplásmico 
en el caso de bacterias Gram-negativas, o bien a la interfase entre la membrana y la 
pared celular en bacterias Gram-positivas. Es esencial para la viabilidad de la célula que 
estas proteínas no bloqueen la maquinaria de translocación de la membrana, formando 





agregados insolubles que pueden afectar al correcto funcionamiento de la célula. Así 
que no es de extrañar que las proteínas tengan características de plegamiento intrínsecas 
que faciliten la adquisición rápida de su estructura nativa, además de estar asistidas por 
varios factores de plegamiento, incluyendo enzimas, otros péptidos e iones metálicos. 
Aún así, las proteínas de secreción se pueden plegar incorrectamente, especialmente si 
la célula está sometida a determinados tipos de estrés. Para remediar esta situación las 
bacterias sintetizan proteasas específicas, asociadas a la membrana y a la pared celular 
que actúan como maquinaria de control de calidad, eliminando las proteínas 
incorrectamente plegadas, o bien chaperonas que ayudarán a las proteínas a volver a 
plegarse y evitarán que formen agregados. Cuando ambos sistemas de control fallan las 
proteínas dañadas se acumulan en forma de agregados, provocando un estrés celular 
(Wickner y col., 1999; Sarvas y col., 2004).  
En humanos se han descrito diversas enfermedades relacionadas con la agregación 
de proteínas incorrectamente plegadas y su deficiente degradación, como por ejemplo la 
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, la enfermedad de Huntington, los distintos tipos 
de amiloidosis e incluso la diabetes de tipo II (Aguzzi y col., 2010). 
En bacterias se ha determinado que la sobreproducción de proteínas conduce a la 
célula a una situación desfavorable debido al aumento de proteínas incorrectamente 
plegadas que inducirán respuestas celulares que desembocarán en la degradación de las 
proteínas incorrectamente plegadas o en la activación de su plegamiento. La 
acumulación de las proteínas incorrectamente plegadas es uno de los mayores 
obstáculos para la producción efectiva de proteínas de secreción en bacterias de interés 
industrial (Sarvas y col., 2004). 
 
 Respuesta al estrés periplásmico en E. coli. 
 
En E.coli se han descrito dos vías principales distintas, pero parcialmente 
solapantes, por las que la célula responde al estrés periplásmico debido al acúmulo de 
proteína incorrectamente plegada en el espacio periplásmico.  
Una de estas vías es la controlada por el factor sigma de tipo ECF 
(Extracytoplasmic Function) alternativo sigma E (σE). En situaciones donde se produce 
la aparición de proteínas incorrectamente plegadas en el exterior celular, como por 





membrana externa (Rouvière y col., 1995; Raivio y Silhavy., 2001), el factor anti-sigma 
de membrana RseA es inactivado por una degradación mediada por la proteína DegS, 
rompiéndose la interacción RseA- σE y liberando el factor σE al citoplasma (De Las 
Peñas y col., 1997). σE activa transcripcionalmente varios genes, entre ellos los que 
codifican la peptidil-prolil cis/trans isomerasa encargada del plegamiento de sustratos 
que contienen prolina (FkpA) (Danese y Silhavy, 1997) y la proteasa periplásmica DegP 
(o HtrA de High temperature requirement) (Lipinska y col., 1988; Erickson y Gross, 
1989). La proteína DegP se ha demostrado que es esencial para el crecimiento de la 
célula cuando la temperatura es superior a 42ºC (Lipinska y col., 1989). Diversos 
experimentos que favorecían la aparición de proteína mal plegada extracelular dieron 
como resultado la activación de σE. Este efecto no se observó cuando había un acúmulo 
de proteína incorrectamente plegada en el citoplasma, el cual se ha descrito que es 
sentido por el factor σ32 (Mecsas y col., 1993). 
La segunda respuesta al estrés periplásmico descrita en E. coli es controlada por el 
sistema de dos componentes formado por el sensor histidina quinasa CpxA, localizado 
en la membrana interna (Rainwater y Silverman, 1990), y el regulador de respuesta 
CpxR (Dong y col., 1993). Situaciones de estrés como el plegamiento incorrecto de las 
proteínas de la envoltura celular (Lee y col., 2004), un pH elevado (Danese y Silhavy, 
1998), la sobreproducción de la lipoproteína de la membrana externa NlpE (Snyder y 
col., 1995), o una alteración en la composición de la membrana (Mileykovskaya y 
Dowhan, 1997) inducen la respuesta de tipo Cpx. La inducción de la respuesta provoca 
un aumento en la síntesis de factores de plegamiento como la proteína formadora de 
puentes disulfuro DsbA (Danese y Silhavy, 1997), las peptidil-prolil cis/trans 
isomerasas RotA (Pogliano y col., 1997) y PpiD (Dartigalongue y Raina, 1998), y la 
proteasa DegP (Danese y col., 1995).  
Se ha propuesto un modelo para la regulación de este sistema de dos componentes, 
en el cual CpxP, una proteína periplásmica pequeña cuyo gen se encuentra adyacente y 
en sentido opuesto al operón formado por el sistema de dos componentes CpxR-CpxA, 
actuaría como un factor de inhibición para el sensor CpxA. En ausencia de estrés 
periplásmico CpxP se encontraría unido al dominio sensor de CpxA, orientado hacia el 
periplasma, impidiendo la activación de la respuesta. En presencia de proteínas mal 
plegadas CpxP sería degradada por DegP (Daniel y col., 2005), permitiendo que 
ocurriese la transducción de la señal desde el sensor hasta el regulador CpxR, el cual 





plegamiento de proteínas (Raivio y col., 2000). Por tanto, CpxP juega un papel 
fundamental en el control del sistema, ya que se ha demostrado que CpxR activado 
actúa autorregulando positivamente la transcripción del operón cpxR-cpxA (Raivio y 
col., 1999).  
Adicionalmente, se ha identificado otra respuesta al estrés periplásmico, regulada 
por el sistema de dos componentes BaeS-BaeR, el cual controla la expresión de la 
proteína periplásmica Spy, implicada en la formación de esferoplastos y la biogénesis 
de la envoltura celular, que también es parcialmente regulada por el sistema CpxR-
CpxA. El funcionamiento de este sistema todavía es bastante desconocido, pero se cree 
que podría controlar varios factores adaptativos ante situaciones de estrés periplásmico 
(Raffa y col., 2002). 
 
Como se ha descrito anteriormente, las dos vías principales de respuesta ante el 
estrés periplásmico por aparición de proteínas incorrectamente plegadas, convergen en 
la activación de la proteasa periplásmica de tipo HtrA, DegP. DegP puede actuar como 
chaperona y como proteasa dependiendo de la temperatura y de la forma de reconocer el 
sustrato (Spiess y col., 1999; Iwanczyk y col., 2007). Contiene un dominio proteasa 
amino terminal, seguido por dos dominios PDZ (Post synaptic density protein, 
Drosophila disc large tumor suppressor and Zonula occludens-1 protein) de interacción 
entre proteínas. En ausencia de sustrato, DegP se encontraría inactiva y oligomerizada 
en forma de hexámeros (Krojer y col., 2008). Parece ser que el dominio PDZ1 estaría 
implicado en el reconocimiento y unión de las proteínas incorrectamente plegadas por 
sus regiones C-terminales, mientras que el dominio PDZ2 ayudaría a mantener estable 
la estructura hexamérica (Iwanczyk y col., 2007). La unión del sustrato provocaría la 
oligomerización de DegP y la formación de cajas de 12 y 24 monómeros, que 
encapsularían a la proteína para degradarla o volverla a plegar (Krojer y col., 2008). 
Una vez liberado el sustrato, DegP volvería a la forma hexámerica, e incluso se ha 
descrito que mediante un mecanismo de auto-corte se inactivaría para eliminar su 
exceso tras finalizar la condición de estrés (Jomaa y col., 2009). 
En los últimos años el estudio de genes homólogos al sistema cpxR-cpxA y degP  
en otros organismos ha cobrado importancia, ya que en numerosos casos se relacionan 
con factores implicados en la virulencia y en la resistencia a antibióticos de la bacteria, 
siendo por tanto buenos candidatos como dianas terapéuticas (Raivio 2005; Mahoney y 





HtrA se han vinculado con procesos de muerte celular, cáncer y enfermedades como el 
Parkinson y el Alzheimer; siendo estudiadas recientemente como herramientas para 
combatir estas patologías (Chien y col., 2009; Skorko-Glonek y col., 2013). 
 
 Respuesta al estrés por secreción en B. subtilis. 
 
Las bacterias Gram-positivas carecen de una membrana externa, poseyendo en su 
lugar una gruesa pared celular formada por peptidoglicano. Por tanto, carecen de 
espacio periplásmico y las proteínas translocadas a través de la membrana serán 
directamente secretadas al exterior celular, es por ello que en este organismo se habla de 
estrés por secreción en lugar de estrés periplásmico. 
En Bacillus subtilis, una bacteria ampliamente empleada como factoría celular de 
proteínas homólogas y heterólogas (van Dijl y Hecker, 2013), el estrés producido por la 
acumulación de proteínas secretadas incorrectamente plegadas, o estrés por secreción, 
es sentido por el sistema de dos componentes CssR-CssS (Control secretion stress 
Regulator and Sensor), un homólogo del sistema CpxR-CpxA de E. coli (Hyyryläinen y 
col., 2001), donde CssS es el sensor histidina quinasa y CssR el regulador de la 
respuesta.  
CssS es una proteína quinasa sensora típica de la familia EnvZ, con dos dominios 
transmembrana que flanquean un bucle extracelular de 137 aminoácidos el cual 
constituye un dominio de tipo PAS. La región del bucle adyacente a la primera hélice 
transmembrana regula la actividad quinasa, manteniéndola muy baja en ausencia de 
señal, mientras que la región adyacente a la segunda hélice se encarga de la percepción 
de la señal y su transducción (Noone y col., 2012). 
La activación de CssR-CssS induce la síntesis de dos proteasas de tipo HtrA, 
denominadas HtrA y HtrB, las cuales actúan como proteasas, encargándose de degradar 
las proteínas incorrectamente plegadas. Adicionalmente a HtrA se le atribuye una 
función como chaperona (Antelmann y col., 2003). Se ha descrito que la distribución de 
HtrA y HtrB es aleatoria y en puntos discretos de la membrana de la célula, siendo HtrB 
más abundante en ausencia de estrés (Noone y col., 2012). Adicionalmente se ha 
observado que HtrA podría tener una localización dual, dependiendo de si se escinde o 
no su región de unión a la membrana (Antelmann y col., 2003). La regulación de la 





determinado por ensayos de retardo en gel (Lulko y col., 2007). Por otra parte, se ha 
descrito que la transcripción del operón cssR-cssS está autorregulada y se induce por la 
ausencia de una de las dos proteasas identificadas, ante condiciones de estrés por calor y 
de estrés por secreción de proteínas homólogas y heterólogas (Hyyryläinen y col., 2001; 
Darmon y col., 2002; Hyyryläinen y col., 2005; Westers y col., 2006). Las cepas 
deficientes en cssS o cssR son viables, pero la secreción en grandes cantidades de la 
proteína alfa-amilasa en estas estirpes produce una reducción significativa en el 
crecimiento de la bacteria, siendo ésta muy grave en el caso de la estirpe deficiente en el 
regulador. Por tanto estos genes resultan importantes para el correcto funcionamiento de 
la célula en situaciones de estrés por secreción (Hyyryläinen y col., 2001). Las 
mutaciones en htrA o htrB no tienen un efecto visible en el crecimiento o en la 
eficiencia de la producción de proteínas de secreción, aunque la ausencia de una de las 
proteasas provoca una regulación cruzada, aumentando la síntesis de la otra (Noone y 
col., 2001; Antelmann y col., 2003). 
 
En bacterias el estudio de la respuesta desencadenada por sistemas análogos a 
CpxR-CpxA de E. coli o CssR-CssS de B. subtilis resulta de gran relevancia para 
mejorar la producción de proteínas de interés industrial. Sin embargo en Streptomyces 
lividans, una bacteria de gran importancia en la producción de proteínas extracelulares 
debido a su eficiente maquinaria de secreción, se desconocen los mecanismos de 
respuesta ante una situación de estrés por secreción de proteínas en este organismo. Por 
tanto, el objetivo de este trabajo ha sido la identificación y caracterización de los 









Los objetivos de este trabajo han sido la identificación y caracterización de los 
componentes implicados en la respuesta al estrés por secreción en Streptomyces lividans 
TK21. Este estudio se llevó a cabo mediante la consecución de las siguientes etapas: 
 
- Búsqueda in silico de sistemas de dos componentes y proteasas relacionadas con 
el estrés por secreción en S. lividans TK21. 
- Identificación de sistemas de dos componentes y proteasas relacionadas en 
situaciones de estrés por sobreproducción de proteínas extracelulares. 
- Generación de mutantes mediante la inactivación de los genes seleccionados. 
- Caracterización in vitro del regulador seleccionado y establecimiento de sus 
dianas moleculares. 













Los microorganismos empleados en el presente trabajo, así como su genotipo y 




CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA 
Escherichia coli ET12567 
dam-13::Tn9, dcm-6, 
hsdM, hsdS, cat 
MacNeil y col., (1992) 





supE44, λ-, thi-1, gyrA, 
relA1 
Hanahan y col., (1983) 
Escherichia coli BL21 (DE3) 
F-, dcm, ompT, hsdS 
(rB-mB-) gal λ (DE3) 
Studier y col., (1986) 
Escherichia coli ET12567 (pOJR) ET12567 con pOJR Este trabajo 
Escherichia coli ET12567 (pOJS) ET12567 con pOJS Este trabajo 
Escherichia coli ET12567 (pOJB) ET12567 con pOJB Este trabajo 
Escherichia coli ET12567 
(pOJA1) 
ET12567 con pOJA1 Este trabajo 
Escherichia coli ET12567 
(pOJA2) 
ET12567 con pOJA2 Este trabajo 
Escherichia coli BL21 (DE3) 
(pET28a) 
BL21 (DE3) con 
pET28a 
Este trabajo 
Escherichia coli BL21 (DE3) 
(pRHIS) 
BL21 (DE3) con pRHIS Este trabajo 
 












CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA 
S. coelicolor A3(2) M145 SCP1−, SCP2 − Hopwood y col.,(1985) 
Streptomyces coelicolor A3(2) 
M28 
S. coelicolor M145 con 
M28 
Rozas y col., (2012) 
Streptomyces lividans TK21 SLP2-, SLP3- Hopwood y col.,(1983) 
Streptomyces lividans TK21 
(pIJ487) 
S. lividans TK21 con 
pIJ487 
Palacín y col., (2002) 
Streptomyces lividans TK21 
(pAMI11) 
S. lividans TK21 con 
pAMI11 
Palomino y Mellado (2008) 
Streptomyces lividans TK21 
(pAGAS5) 
S. lividans TK21 con 
pAGAS5 
Palacín y col., (2002) 
Streptomyces lividans TK21 cssR 
SLP2-, SLP3-, 
cssR::pOJ260, aac(3)IV 
Gullón y col., (2012) 
Streptomyces lividans TK21 cssS 
SLP2-, SLP3-, 
cssS::pOJ260, aac(3)IV 
Gullón y col., (2012) 
Streptomyces lividans TK21 cssR 
(pAGAS5) 
cssR con pAGAS5 Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 cssS 
(pAGAS5) 
cssS con pAGAS5 Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 cssR 
(pAMI11) 
cssR con pAMI11 Gullón y col., (2012) 
Streptomyces lividans TK21 cssS 
(pAMI11) 
cssS con pAMI11 Gullón y col., (2012) 
























Streptomyces lividans TK21 htrB 
(pAMI11) 
htrB con pAMI11 Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA1 (pAMI11) 
htrA1 con pAMI11 Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA2 (pAMI11) 
htrA2 con pAMI11 Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
(pAMI11) (pFDB) 
TK21 con pAMI11 y 
pFDB 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
(pAMI11) (pFDA1) 
TK21 con pAMI11 y 
pFDA1 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
(pAMI11) (pFDA2) 
TK21 con pAMI11 y 
pFDA2 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21  htrB  
(pAMI11) (pFDB) 
htrB con pAMI11 y 
pFDB 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 htrB  
(pAMI11) (pFDA1) 
htrB con pAMI11 y 
pFDA1 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 htrB  
(pAMI11) (pFDA2) 
htrB con pAMI11 y 
pFDA2 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA1  (pAMI11) (pFDB) 
htrA1 con pAMI11 y 
pFDB 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA1 (pAMI11) (pFDA1) 
htrA1 con pAMI11 y 
pFDA1 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA1 (pAMI11) (pFDA2) 
htrA1 con pAMI11 y 
pFDA2 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA2 (pAMI11) (pFDB) 
htrA2 con pAMI11 y 
pFDB 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA2 (pAMI11) (pFDA1) 
htrA2 con pAMI11 y 
pFDA1 
Este trabajo 
Streptomyces lividans TK21 
htrA2 (pAMI11) (pFDA2) 




Tabla 4. Estirpes de Streptomyces empleadas en este trabajo. 
 
 





2. Medios de cultivo y conservación. 
 
Los métodos utilizados para el cultivo de Escherichia coli y Streptomyces fueron 
básicamente los descritos por Sambrook y col., (1989) y Kieser y col., (2000), 
respectivamente. 
 
2.1. Medios de cultivo. 
 
Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en el autoclave a 120ºC durante 20 
minutos. 
 
Medios de cultivo para E. coli. 
 
 Medio LB (Sambrook y col., 1989): triptona (10 g/l), extracto de levadura (5 
g/l), NaCl (5 g/l), glucosa (1 g/l), pH 7.5. Este medio se empleó tanto en forma líquida 
como sólida añadiendo agar 2%. De uso general para crecimiento de E. coli. 
 
 Medio 2xTY (Sambrook y col., 1989): triptona (16 g/l), extracto de levadura (10 
g/l), NaCl (5 g/l). Este medio fue empleado para la pregerminación de las esporas de 
Streptomyces y su posterior conjugación las células de E.coli. 
 
Medios de cultivo para Streptomyces. 
 
 Medio R5 (R2YE) (Kieser y col., 2000): sacarosa (103 g/l), K2SO4 (0,25 g/l), 
MgCl2·6H2O (10,12 g/l), glucosa (10 g/l), casaminoácidos (0,1 g/l), extracto de 
levadura (5 g/l), TES (5,73 g/l), elementos traza (2 ml), pH 7.2. Después de 
autoclavarlo, se suplementa con 1 ml de KH2PO4 0,5%, 0,8 ml de CaCl2·2H2O 36,8%, 
1,5 ml de L-Prolina 20%, 0,6 ml de NaOH 1N. 
Solución de elementos traza del medio R5: 40 mg ZnCl2, 200 mg FeCl3·H2O, 10 mg 
CuCl2·2H2O, 10 mg MnCl2·4H2O, 10 mg Na2B4O7·10H2O, 10 mg 
(NH4)6Mo7O24·4H2O, agua destilada hasta 1 litro. 




De uso general para crecimiento de Streptomyces, tanto en forma líquida como sólida 
con agar 25 g/l. 
 
 Medio NMMP (Hopwood y col., 1985): (NH4)SO4 (2 g/l), MgSO4.7H2O (0,6 
g/l), casaminoácidos (5 g/l), elementos minoritarios (1 ml/l), pH 7.2. Después de 
autoclavar, añadir: NaH2PO/Na2HPO 0,1 M pH 6.8 (15 ml/l), manitol 1%. 
Solución de elementos minoritarios del medio NMMP: ZnSO4.7H2O (1 g/l), 
FeSO4.7H2O (1 g/l), MnCl2. 4H2O (1 g/l), CaCl2 (1 g/l). 
Empleado para realizar las curvas de crecimiento de Streptomyces y la posterior 
extracción de ARN y precipitación de proteínas. 
 
 Medio MS (SFM) (Kieser y col., 2000): manitol 2%, harina de soja 2%, agar 
2%. Para la obtención de esporas de Streptomyces y como medio sólido en el protocolo 
de conjugación entre E. coli y Streptomyces. 
 
 Medio SNA (Soft nutrient agar) (Hopwood y col., 1985): BD Difco Nutrient 
Broth powder (8 g/l), Difco Nutrient Agar (BD) (5 g/l). Medio semisólido utilizado 
junto con el antibiótico de selección para cubrir las placas tras la tranformación de 
Streptomyces. 
 
 Medio YEME (Kieser y col., 2000): 3g extracto de levadura, 5 g bacto peptona, 
3 g extracto de malta, 10 g/ml glucosa, 103 g sacarosa, agua destilada hasta 1 litro. Una 
vez autoclavado añadir 0,2 ml de MgCl2.6H2O 2,5 M. De uso general para el 
crecimiento de Streptomyces. 
 
2.2. Condiciones de cultivo y conservación. 
 
Los cultivos líquidos de E. coli se iniciaron a partir de una colonia aislada en placa y 
se incubaron a 37ºC durante una noche en agitación en medio LB con antibiótico en 
caso de ser necesario.  
Los cultivos de Streptomyces se iniciaron a partir de esporas recogidas de placas de 
medio MS, crecidas a 30º C durante 5-8 días, y se incubaron en matraces a una 
temperatura de 30 ºC y 250 rpm de agitación,  con antibiótico de selección en caso de 




ser requerido. Para la obtención de ARN y proteínas las bacterias se cultivaron en medio 
mínimo NMMP suplementado con manitol 1% (p/v) a 30 ºC y 250 rpm, sin añadir 
antibióticos para evitar la posible interferencia del mismo en la expresión génica de la 
bacteria. Los crecimientos se monitorizaron a través de curvas de crecimiento mediante 
la obtención del peso seco de 1 ml de cultivo, que se secó en SpeedVac Savant SC110 
durante 1 hora y posteriormente en estufa a 70 ºC durante una noche. 
Las cepas E. coli fueron conservadas en glicerol al 50%, y las de Streptomyces como 
suspensión de esporas en glicerol al 50%. Ambas se almacenaron a -20ºC. 
 
 
3. Antibióticos.  
 
Los antibióticos utilizados para la selección de cepas resistentes tanto de 




Concentración de selección para 
Streptomyces 
Concentración de selección 
para E. coli 
Medio sólido Medio líquido 
Ampicilina   100 
Cloranfenicol 25  25 
Apramicina 50 10 50 
Kanamicina 50 10 25 
Tioestreptona 50 10  
Neomicina 60   
Ácido nalidíxico 25  25 
 
Tabla 5. Antibióticos empleados. Las concentraciones de selección están expresadas en μg/ml. 
 
La preparación de los antibióticos se realizó, dependiendo del antibiótico, mediante 
disolución en agua y posterior esterilización por filtración con filtros Millipore® 
0,45μm, o mediante disolución en etanol o DMSO, en cuyo caso no precisaron de otro 
tipo de esterilización. 
 







Los vectores empleados en este trabajo, así como sus características y procedencia 
se muestran en la siguiente tabla: 
 
Vector Características Referencia 




Plásmido de E.coli para clonar fragmentos de PCR, 
promotores T7, SP6, aac(3)IV, lacZα 
Promega 
pET28a 
Plásmido de E.coli con 6 histidinas en cada 






Derivado de pET28a que expresa CssR con 6 
histidinas en el extremo amino de la proteína. 
Este trabajo 
pOJ260 
Plásmido bifuncional utilizado en la conjugación 
entre E. coli y Streptomyces, aac(3)IV, lacZα , 
oriTRK2 
Bierman y col., 
(1992) 
pUZ8002 
Plásmido derivado de RK2 con el oriT (aph) 
defectivo, neo. Permite la movilización in trans del 




Plásmido derivado de pOJ260 con un fragmento 
interno de 421pb del gen cssR 
Este trabajo 
pOJS 
Plásmido derivado de pOJ260 que contiene un 
fragmento interno de 647pb del gen cssS 
Este trabajo 
pOJB 
Plásmido derivado de pOJ260 que contiene un 
fragmento interno de 531pb del gen htrB 
Este trabajo 
pOJA1 
Plásmido derivado de pOJ260 con un fragmento 
interno de 502pb del gen htrA1 
Este trabajo 
pOJA2 
Plásmido derivado de pOJ260 con un fragmento 
interno de 675pb del gen htrA2 
Este trabajo 





Cósmido bifuncional E. coli-Streptomyces de alto 








Ward y col., 
(1986) 




Plásmido derivado de pIJ487 que contiene un 
fragmento de 5 kb que incluye el gen dagA con su 




Plásmido derivado de pIJ487 con el gen SCO5785 
y su propio promotor, tsr 
Rozas y col., 
(2012) 
pFDB 
Plásmido derivado de pFD666 con el gen htrB y su 
región promotora, y el gen de resistencia a 
tioestrepton, neo, tsr. 
Este trabajo 
pFDA1 
Plásmido derivado de pFD666 con el gen htrA1 y 
su región promotora, y el gen de resistencia a 
tioestrepton, neo, tsr. 
Este trabajo 
pFDA2 
Plásmido derivado de pFD666 con el gen htrA2 y 
su región promotora, y el gen de resistencia a 
tioestrepton, neo, tsr. 
Este trabajo 
 
Tabla 6. Vectores empleados. lacZα: codifica el extremo N-terminal de β-galactosidasa.; bla: 
gen de resistencia a ampicilina; aac(3)IV: gen de la aminoglicósido acetil-transferasa que 
confiere resistencia a apramicina y tobramicina; tsr: gen de resistencia a tioestreptona; km
R
: gen 
de resistencia a kanamicina; neo: gen de resistencia a neomicina, kanamicina y geneticina. 
 
 
5. Manipulación de ácidos nucleicos. 
 
Las técnicas de manipulación de ADN fueron básicamente las descritas por 
Sambrook y col., 1989 y Kieser y col., 2000. 
 
 




5.1. Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli. 
La obtención de ADN plasmídico de E. coli se llevó a cabo utilizando el kit 
comercial de minipreps “QIAprep Spin Miniprep Kit “, basado en el método de lisis 
alcalina descrito por Birnboim y Doly (1979). 
5.2. Aislamiento de ADN plasmídico de Streptomyces. 
 
El aislamiento de ADN plasmídico de Streptomyces se llevó a cabo por el método 
descrito por Hopwood en 1985, que es una modificación del método de lisis alcalina de 
Birnboim. 
En primer lugar se recogió el micelio tras 36 h de crecimiento del cultivo y se lavó 
dos veces con sacarosa al 10% p/v. A continuación la muestra se incubó en 400 μl de 
tampón de lisis (lisozima 2 mg/ml, sacarosa 10% p/v, EDTA 25 mM, RNasa 50 µg/ml, 
Tris-HCl 25 mM pH 8.0) a 37 ºC durante 30 minutos. Posteriormente se añadieron 250 
μl de la solución NaOH 0.3M-SDS 2% y la muestra incubó a 70 ºC durante 15 minutos. 
Transcurrido este tiempo se realizaron dos extracciones consecutivas con 
fenol/cloroformo/isoamílico en las proporciones 25:24:1. Seguidamente se precipitó el 
ADN con un volumen de isopropanol y 0,1 volúmenes de AcNa 3 M pH 4.8 durante 
toda la noche a -20ºC. Al día siguiente se centrifugó la muestra y el precipitado se 
disolvió en 150 μl de agua y 150 μl de AcNH4 4,5 M. Se repitió la centrifugación de la 
muestra y se lavó con etanol al 100%. Por último se  realizó un lavado con etanol al 
80% y se resuspendió el ADN plasmídico en agua. 
 
5.3. Obtención de ADN cromosómico de Streptomyces. 
 
La obtención de ADN cromosómico de Streptomyces se llevó a cabo utilizando el 
kit comercial “GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit” de Sigma-Aldrich, basado en 









5.4. Obtención de ARN de Streptomyces. 
 
La extracción de ARN de Streptomyces se realizó mediante una modificación del 
método de purificación de Kirby, descrito por Kieser y col., 2000. 
Se añadió 1 ml de fenol/cloroformo/isoamílico (25:24:1) al micelio recogido de 50 ml 
de cultivo, y se mezcló mediante agitación vigorosa con 5 ml de una solución de 
tampón de lisis (SDS 1% (p/v) , EDTA 160 mM, pH 8) y bolas de cristal de 1mm de 
diámetro para lisar las células. A continuación se añadieron 4 ml de tampón RTL 
(Rneasy Midi de Qiagen) y 40 μl de β-mercaptoetanol con una nueva agitación. Las 
proteínas de la muestra se extrajeron tras dos fenolizaciones con 8 ml de 
fenol/cloroformo/isoamílico. Tras este proceso se prosiguió con el protocolo descrito en 
el kit comercial “RNeasy Midi Kit” de Qiagen, basado en la unión del ARN a columnas 
de sílice.  
 
5.5. Cuantificación de ácidos nucleicos. 
 
La cuantificación de ácidos nucleicos fue realizada mediante el espectrofotómetro 
NanoVue de GE Healthcare, el cual proporciona tanto la concentración del ácido 
nucleico como los coeficientes de pureza de la muestra. 
 
5.6. Manipulación enzimática del ADN. 
 
 Digestión enzimática. 
 
Las digestiones de ADN con endonucleasas de restricción se realizaron según los 
métodos descritos por Sambrook y col., (1989). Las condiciones de la reacción y los 
tampones empleados, fueron los recomendados en cada caso por la casa comercial. Las 
enzimas utilizadas fueron suministradas por New England Biolabs. 
En caso de ser necesario se desfosforilaron los extremos 5’ del vector, para evitar su 
religación, con fosfatasa alcalina de intestino bovino (una unidad de enzima durante una 
hora a 37 ºC). Posteriormente se purificó el ADN con el kit comercial “illustra GFX 
PCR DNA and Gel Band Purification Kit” de GE Healthcare. 
 




 Ligación del ADN. 
 
Para la ligación de ADN se utilizó ADN ligasa del fago T4 y su tampón 
correspondiente (Invitrogen). La reacción se llevó a cabo con un ratio de 
plásmido:inserto de 1:3 y se incubaron a temperatura ambiente un mínimo de una hora. 
 
 Amplificación de ADN por PCR. 
 
La amplificación de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa se 
realizó con la Taq-polimerasa suministrada por Roche y con las siguientes condiciones: 
 
95 ºC - 2 minutos  
95 ºC – 1 minuto 
Tª variable según la pareja de cebadores – 1 minuto 
72 ºC – 1 minuto por cada kb a amplificar 
72 ºC – 10 minutos 
 
La temperatura de hibridación de cada nucleótido se calculó mediante la fórmula  
Tm= 4(GC)+2(AT)-10. 
 
El diseño de los oligonucleóticos cebadores se realizó en base a la secuencia 
nucleotídica de los genes que se deseaban amplificar. Se tuvieron en cuenta criterios 
como el contenido G+C, el tamaño del amplicón, la temperatura de anillamiento y los 
posibles apareamientos entre los cebadores que pudiesen dificultar la amplificación. 
 
Los cebadores empleados en este trabajo se muestran en la siguiente tabla: 
 
Nombre Secuencia Sitio de restricción 
cssRdisrup_Fw GTTGGATCCACCTGGTCGTCCTGGACAT BamHI 
cssRdisrup_Rv GGTGAATTCACGGCCTTCAGGATCTGCT EcoRI 
cssSdisrup_Fw GTTGGATCCGTGAACCGCTCCCTCAAC BamHI 
cssSdisrup_Rv GGTGAATTCTTGTCCAGGATGTTGACCAC EcoRI 
htrA1dis_Fw GTTGGATCCTGAGCTGGAGGCCGACTAC BamHI 
htrA1dis_Rv GGTGAATTCCTGCCCGTCCAGGTTCAC EcoRI 
30 ciclos 




HtrAdis2_Fw GTTGGATCCCGTACCTGGAACGGAACG BamHI 
HtrAdis2_Rv GGTGAATTCAGCCGAGGCCTATGGAAC EcoRI 
htrBdis_Fw GTTGGATCCGGCATCCAGGAGCTGACC BamHI 
htrBdis_Rv GGTGAATTCGAACTCGAACGGCCACTG EcoRI 
CssRpromFw GTTCTGCAGTGATCGACATGAACGGCA PstI 
CssRpromRv GGCGGATCCATCAGGATGCGCTGGATCT BamHI 
htrBpromRv GGCAAGCTTGTACGGGTTCGCGTGCTC HindIII 
CssSpromFw GTTGGATCCCGACCTGACCATGGACCT BamHI 
CssSpromRv GGCAAGCTTGGACCAGGCCTGTCACTC HindIII 
2171promFw CTCTGCACACCTGGTACGG  
2171prom500Fw CTTCGACGTGGTGCTGTG - 
2171promRv AGTGTCCATGGCCCGAGT - 
5149promFw CAGCACGGGCACGGAGA  
5149prom500Fw GGTCCGTGAACCTGATTGAA - 
5149promRv GTGCCGTCGGCGGCCGGAA - 
S/U 3.4d GGAGAATTCGTGCTTTCCCCTCACTCGT EcoRI 
PR3.4r GGGGGATCCACCGTACGTGCG BamHI 
htrA1_Fw GTTGGATCCTCTGCACACCTGGTACGG BamHI 
htrA1_Rv GTTAAGCTTTCACTGCTCGCCGAGCGT HindIII 
HtrA2_Fw GTTGGATCCCGACTACGAGCTGGACCTG BamHI 
HtrA2_Rv GTTAAGCTTGAACACCTGAAGCTCCTTGG HindIII 
htrB_Fw2 GTTGGATCCGAGCGGCTGAAGGTGTTC BamHI 
htrB_Rv2 GGTAAGCTTCAGTTGCTCGTCAGTTGCTC HindIII 
pOJFw AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG - 
pOJRv GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAAC - 
CssRHisFw GTCGGATCCAGCCCCGCAGAC BamHI 
CssRHisRv2 GTTAAGCTTTCACTCGGCGCCG HindIII 
 
Tabla 7. Oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de PCR. Los sitios 
de restricción incluidos en cada caso se señalan en rojo en la secuencia del oligonucleótido. 
 
 PCR cuantitativa en tiempo real. 
 
El ARN purificado se sometió a un tratamiento con DNasa libre de RNasas previo a 
su uso en la reacción de PCR cuantitativa en tiempo real, mediante el kit “Turbo DNA-
Free” (Ambion) según las indicaciones del fabricante. La ausencia de ADN fue 
comprobada por PCR cuantitativa en tiempo real en ausencia de transcriptasa reversa.  




El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado a partir de 10 μg de ARN y usando 
hexámeros al azar como cebadores como indica el fabricante (“High Capacity Archive 
kit” de Applied Biosystem). La PCR en tiempo real se llevó a cabo utilizando  el 
sistema “Power SYBR Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) en un 
secuenciador “ABI Prism 7300 Sequence Detection System” (Applied Biosystems). 
Las muestras fueron desnaturalizadas 10 minutos a 95 ºC. A continuación se 
realizaron 40 ciclos de amplificación y cuantificación (15 segundos de desnaturalización 
a 95 ºC y 1 minuto a 60 ºC), con una sola medida de fluorescencia por ciclo, siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. Por último se realizó un ciclo de elongación final  
(72 ºC, 10 minutos). Se emplearon tres muestras biológicas procedentes de distintos 
cultivos bacterianos, las cuales fueron amplificadas por triplicado en reacciones de PCR 
separadas. Todos los productos resultantes de la amplificación tenían un tamaño entre 
50 y 150 pb. 
Tras la amplificación se realizó un análisis de las curvas de disociación de los 
oligonucleótidos con el fin de distinguir entre aquellas amplificaciones llevadas a cabo 
de forma específica y las no específicas. Las curvas se obtuvieron mediante calen-
tamiento suave entre 60 ºC y 95 ºC a razón de 0,2 ºC por segundo, realizando un 
escaneado de fluorescencia continuo durante el proceso.  
 
Como marcador interno de amplificación se utilizó el gen hrdB (Pang y col., 2004), 
que codifica el factor sigma mayoritario en Streptomyces y cuya expresión permanece 
constante a lo largo del crecimiento de la bacteria. La transcripción de este gen se ha 
usado como referencia para normalizar la expresión relativa de los genes de 
Streptomyces. El tratamiento de datos se llevó a cabo mediante las indicaciones dadas 
en “7300 Real-Time PCR system” de Applied biosystems para un proceso de 
cuantificación relativa por comparación de valores Ct (número de ciclo en el cual la 
curva de amplificación, en su periodo de comportamiento exponencial, cruza el umbral 
de fluorescencia basal). El resultado final obtenido por medio de este tipo de 
cuantificación se expresa, mediante un valor de expresión diferencial de la cepa 
problema respecto a cepa control.  
 
Los oligonucleótidos usados como cebadores para amplificar los transcritos de 
interés se muestran en la siguiente tabla: 





Gen Cebador hacia delante Cebador reverso 
hrdB GGACAAGCTGGCGAACTC CCTCCAGCAGGTGGTTCT 
SLI2142 TGTTCCTGGAGCGGCAGTA TCCCGCTGCTGGATGATCT 
SLI2143 GACCTCGTCGTCCTGGACAT GTGCGGTCAGCACGATCAC 
SLI2171 (htrA1) GGTGATCAAGGACGTACTG GTCACCCGGAACGACTTC 
SLI3471 (dagA) GAAGGGGTATTTCGCAGATG GGAATCCATTCCGAAGAAGA 
SLI3977 (htrA3) AGCAAGGCGTCCTACATGA AGTTGATGCCGATGACGTT 
SLI4155 (cssS) TGGTCAACATCCTGGACAA CCAGAAGCGGTCGAAGAC 
SLI4156 (cssR) CGAACTCCCTCGACGTGTA CGGACCAGGCCTGTCACT 
SLI4157 (htrB) GAACGACGGCAAGCAGTA GCGTTCTCCAGCTTGATCA 
SLI5149 (htrA2) ATCACCGTGACCTTCAACAG TGACGCCCTTGACCTTCA 
SLI5282 TGGACAACGGCGTCATAC GACCATGTTGGCCTCCTT 
SLI5283 AGGGATTCCTGGTGCAAAC GCAGCATGATGTCGAGGAT 
SLI7020 (amlB) TGTTCGAGTGGAAGTTCACC TCGACCATGCTCTTGAACTG 
 
Tabla 8. Oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de PCR 
cuantitativa en tiempo real. 
 
5.7. Electroforesis en geles de agarosa. 
 
La separación de fragmentos de ADN según su tamaño se llevó a cabo mediante la 
electroforesis en geles de agarosa. La concentración de agarosa empleada, en la mayoría 
de los casos, fue de 0,7% (p/v). En los casos en los que las bandas a visualizar eran de 
tamaños pequeños se emplearon concentraciones mayores de agarosa. La electroforesis 
se realizó a voltaje constante (100 V) en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 
mM) (Sambrook y col., 1989). Posteriormente el gel fue teñido en una solución de 
bromuro de etidio 0,5 g/ml durante 30 minutos, y desteñido con agua durante 20 
minutos. Por último las bandas fueron observadas en un transiluminador de luz 
ultravioleta con sistema fotográfico (Gel Doc 2000 de BIO-RAD). Los tamaños de los 
fragmentos de ADN fueron estimados gracias al marcador de pesos moleculares “1 kb 
DNA Ladder” (Promega). 
 
La purificación de fragmentos específicos de ADN tras la electroforesis en geles de 
agarosa, se realizó cortando el bloque de agarosa donde se encontraba incluido el ADN 




de interés  y a continuación tratándolo con el kit comercial “illustra GFX PCR DNA and 
Gel Band Purification Kit” de GE Healthcare. 
 
 
6. Hibridación de ADN de tipo Southern.  
 
La hibridación de tipo Southern fue empleada en este trabajo como método de 
comprobación de la disrupción de los genes de estudio en las cepas mutantes 
construidas.  
En primer lugar se realizó una digestión de ADN genómico (5 μg aproximadamente) 
correspondiente a las cepas mutantes y a la silvestre con la endonucleasa de restricción 
seleccionada según el caso. A continuación las muestras fueron sometidas a una 
electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de ADN separados por electroforesis 
en geles de agarosa fueron transferidos a membranas de nailon Hybond-N+ 
(Amersham), siguiendo el procedimiento descrito por Southern (1975), en su variante 
“en seco”. La transferencia se llevó a cabo durante toda la noche para asegurar la 
transferencia eficaz de los fragmentos de ADN de mayor tamaño. Una vez recuperada la 
membrana se fijó al UV durante 5 minutos.  
Los fragmentos de ADN utilizados como sonda se obtuvieron mediante reacción de 
PCR, y coinciden con los que se emplearon para realizar la disrupción de los genes 
(fragmentos internos de cada gen de interés). Estos fragmentos se marcaron utilizando 
el sistema comercial “DIG DNA Labeling and Detection Kit” (Roche), que utiliza para 
el marcaje de ADN, DIG-11-UTP. 
Como solución de prehibridación e hibridación se utilizó la recomendada por la casa 
comercial (5x SSC, N-laurilsarcosina 0,1%, SDS 0,02%, reactivo de bloqueo 1%). La 
membrana se trató con la solución de prehibridación un minímo de una hora a 68 ºC. 
Pasado este tiempo se añadió la sonda marcada y se dejó hibridando a 68 ºC durante 
toda la noche. Una vez concluida la hibridación se procedió al lavado de las membranas 
con la finalidad de eliminar la sonda que se hubiese unido inespecíficamente. Se 
utilizaron las soluciones de lavado de baja astringencia (2xSSC y 0,1% SDS) para 
eliminar uniones con homología inferior al 68%, y de alta astringencia (0,2xSSC y 0,1% 
SDS) para eliminar uniones con homología inferior al 86%. 




Finalmente se llevó a cabo una detección inmunológica de la unión de las sondas 
de ADN utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina. 
La visualización de la reacción se llevó a cabo exponiendo una película de rayos X 
(Aplus Medical Film Konica Minolta) durante al menos 15 minutos. 
 
 
7. Introducción de ADN en microorganismos.  
 
7.1. Preparación de células competentes de E. coli y transformación. 
 
Las células competentes de E. coli se obtuvieron a partir de cultivos en fase 
exponencial de crecimiento, induciendo la competencia con calcio, según el método 
descrito por Inoue y col., (1990).  
La transformación se llevó a cabo mediante un choque térmico a 42 ºC. 
Posteriormente, las células transformadas se incubaron durante una hora a 37 ºC en 600 
μl de LB líquido para que el gen de resistencia codificado en el ADN plasmídico se 
expresase. Transcurrido este tiempo, las células fueron sembradas en placas de LB 
sólido conteniendo el antibiótico de selección.  
 
7.2. Obtención y transformación de protoplastos de Streptomyces. 
 
La preparación de protoplastos y su posterior transformación se basaron en los 
métodos descritos por Kieser y col., (2000). Como medio de cultivo se utilizó R5 
suplementado, y las placas se incubaron a 30 ºC durante 14-20 horas, para 
posteriormente recubrirlas con 3 ml de medio semisólido (SNA) con el antibiótico de 
selección a la concentración correspondiente. 
 
7.3. Conjugación entre E. coli y Streptomyces y obtención de cepas 
mutantes por inactivación génica. 
 
Las cepas mutantes descritas en este trabajo se han generado mediante inactivación 
génica. Para ello se clonó un fragmento interno homólogo al gen que se pretendía 




inactivar en el plásmido pOJ260 (no replicativo en Streptomyces). De este modo por un 
sobrecruzamiento homólogo simple se integró una copia del vector en el cromosoma, 
interrumpiendo el gen de interés. Con el fin de mejorar la eficiencia de introducción del 
plásmido en Streptomyces lividans se decidió emplear la técnica de conjugación entre E. 
coli y Streptomyces. 
 
El proceso de conjugación se realizó siguiendo el protocolo descrito por Nybo y 
col., (2010)., basado en otros protocolos anteriores de conjugación entre E. coli y otras 
bacterias Gram-positivas (Mazodier y col., 1989). Este método consiste en la 
movilización de plásmidos gracias a cepas de E. coli con una función de transferencia 
(gen tra). 
En este trabajo se empleó la cepa E. coli ET12567/pUZ8002, deficiente en 
metilación y con un plásmido no transmisible que contiene los genes necesarios para la 
transferencia de otro vector que contenga un origen de transferencia (oriT). En este caso 
se transformó la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 con el plásmido pOJ260 conteniendo 
en su sitio de clonación múltiple un fragmento de unos 400 pb homólogo a la zona 
central del gen de Streptomyces lividans que deseábamos inactivar. Se mezclaron 
esporas pregerminadas de Streptomyces lividans (10 minutos a 50 ºC) y resuspendidas 
en 500 μl de medio 2x YT con un cultivo crecido durante toda la noche de la estirpe de 
E. coli antes mencionada, tras haber realizado varios lavados para eliminar los 
antibióticos del medio. Esta mezcla se extendió por varias placas de medio MS y a las 
20 horas de incubación a 30ºC fueron recubiertas con agua conteniendo el antibiótico de 
selección para el plásmido pOJ260 y ácido nalidíxico para eliminar E. coli de las placas. 
 
 
8. Manipulación y detección de proteínas. 
 
Los análisis comunes de proteínas fueron llevados a cabo básicamente según fue 









8.1. Precipitación de proteínas con ácido tricloroacético (TCA).  
 
Se recogieron los sobrenadantes de cultivos celulares en medio NMMP por 
centifrugación a 1400 g durante 10 minutos. Posteriormente se añadió TCA hasta una 
concentración final del 10% en los sobrenadantes, la mezcla fue incubada durante una 
hora a -20 ºC para precipitar las proteínas extracelulares. Transcurrido ese tiempo las 
proteínas fueron separadas por centrifugación durante 20 minutos a 15000 g y 4 ºC. Los 
precipitados proteicos fueron lavados tres veces con acetona fría. Por último, las 
proteínas precipitadas fueron resuspendidas en Tris-HCl 10 mM (pH 7.5). 
 
8.2. Precipitación de proteínas con sulfato amónico. 
 
Los sobrenadantes correspondientes a 20 ml de cultivo bacteriano en medio NMMP 
fueron recogidos por centrifugación durante 10 minutos a 1400 g. A continuación 
fueron concentrados mediante precipitación de las proteínas añadiendo sulfato amónico 
hasta el 80% de saturación. La mezcla fue incubada durante una hora en agitación y 4ºC 
hasta la completa disolución del sulfato amónico. Las proteínas precipitadas fueron 
recogidas por centrifugación a 13000 g durante 30 minutos. El precipitado se disolvió 
posteriormente en tampón fosfato 20 mM (pH 7) para su uso en los ensayos de actividad 
enzimática. 
 
8.3. Obtención de proteínas intracelulares. 
 
Para los análisis de proteínas intracelulares se recogieron células de 30 ml de cultivo 
bacteriano en medio NMMP por centrifugación durante 10 minutos a 1400 g. Las 
células se lavaron y resuspendieron con tampón P (4 ml solución base, 50 l KH2PO4 
0,5% (v/v), 500 l CaCl2·2H2O 3,68% y 500 l TES pH7 250mM), conteniendo una 
mezcla de inhibidores de proteasas (“EDTA-free protease inhibitor cocktail” de Roche) 
y se sonicaron en hielo durante 5 segundos tres veces.  
Solución base del tampón P : 10,3 g sacarosa, 0,025 g  SO4K2 , 0,202 g MgCl2.6H2O, 
0,2 ml elementos traza, 80 ml H2O. 
 




8.4. Cuantificación de proteínas. 
 
La concentración de proteínas en las muestras fue cuantificada empleando el kit 
commercial “BCA protein assay kit” de Pierce, basado en el test de biuret (Gornall y 
col., 1949). 
 
8.5. Electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes (SDS-
PAGE).  
 
La separación de proteínas en función de su tamaño se realizó mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (Laemmli, 1970). Se 
prepararon minigeles de separación con una concentración de acrilamida entre el 10 y el 
12% dependiendo del tamaño de la proteína de interés. Los geles de empaquetamiento 
se prepararon a una concentración del 4%. 
A las muestras de proteínas precipitadas con TCA y resuspendidas en tampón Tris-
HCl 10 mM (pH 7.5), se les añadió tampón de carga 4x (Tris-HCl 0.25 M pH 6.8, SDS 
8%, azul de bromofenol 0,05%, glicerol 40% y DTT 0,05 M). 
La electroforesis fue realizada con tampón de carrera 1X (Tris-HCl 0,15 M, glicerol 
50%, SDS 6%, EDTA 4 mM, azul de bromofenol 0,02%) a un voltaje de 200 V durante 
5 minutos hasta que las muestras sobrepasaron el gel de empaquetamiento, y a 
continuación a un voltaje constante de 130 V durante aproximadamente 45 minutos. Por 
último, para visualizar las proteínas, se llevó a cabo una tinción con azul de Coomassie 
(0,04% Coomassie R, 10% ácido acético y 40% metanol) (Laemmli, 1970) durante al 
menos una hora. Posteriormente los geles se destiñeron con una solución que contiene 
un 10% ácido acético y 30% metanol. 
Los tamaños de las proteínas fueron determinados aproximadamente por 
comparación con el marcador de peso molecular “Prestained Protein Marker, Broad 
Range (7-175 kDa)”, New England Biolabs. 
 
8.6. Detección de proteínas de tipo Western.  
 
Para los análisis de detección de tipo Western, las proteínas fueron fraccionadas 
primero por electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) como 




se ha descrito anteriormente. A continuación las proteínas fueron transferidas a una 
membrana de PVDF (“immobilon polyvinylidene difluoride”, Milipore) empleando el 
sistema “Trans-Blot SD Semi-dry electrophoretic transfer cell” de Bio-Rad, como fue 
descrito previamente (Timmons y col., 1990).  
La membrana conteniendo el material transferido fue bloqueada durante al menos 
45 minutos en una solución de bloqueo formada por tampón PBS (NaCl 8 g/l, KCl 0,2 
g/l, Na2HPO4 • 2 H2O 1,78 g/l, KH2PO4  0,27 g/l) y un 5% de leche en polvo. A 
continuación la membrana fue incubada durante al menos una hora en agitación con 
solución de bloqueo conteniendo anticuerpos policlonales de conejo contra la proteína 
alfa-amilasa de S. lividans TK21 y contra agarasa de S. lividans TK21 (cortesía de C. 
Isiegas y V. Parro respectivamente), según la proteína de interés. Tras tres lavados con 
solución de lavado (PBS, Tween 0,5% y 1% de leche en polvo) de 15 minutos cada uno 
para eliminar los restos de anticuerpo primario no unido, se incubó la membrana durante 
40 minutos con el anticuerpo secundario (“HRP-conjugated proteína A”, Invitrogen 
Laboratories) diluido 1/10000 en solución de bloqueo. Posteriormente se volvió a 
eliminar el exceso de anticuerpo en la membrana con tres lavados. Por último, los 
péptidos que reaccionaron con los anticuerpos fueron detectados usando el sistema 
“ECL enhanced chemiluminescence system” (Amersham) tras un minuto de incubación 
y varias exposiciones a películas de rayos X de entre 20 segundos y dos minutos. 
 
8.7. Ensayo de actividad alfa-amilasa. 
 
Para determinar la actividad extracelular alfa-amilasa, se emplearon proteínas 
precipitadas con sulfato amónico, correspondientes a 20 ml de cultivo celular, y 
resuspendidas en tampón fosfato 20 mM (pH 7). La actividad alfa-amilasa fue estimada 
determinando la cantidad de azúcares reductores liberados a partir del almidón. El 
ensayo fue llevado a cabo mezclando 150 µl de una solución de almidón 1% (p/v) 
tratado con NaBH4 (Strumeyer y col., 1967) y 50 µl de extracto de proteínas en 100 µl 
tampón fosfato 20 mM, e incubándolo 30 minutos a 37 ºC. La reacción fue parada por la 
adición de 300 µl de ácido dinitrosalicílico (Bernfeld y col., 1955) y la muestra se hirvió 
durante 5 minutos. Por último se midió la absorbancia a 540 nm en un 
espectofotómetro. Una unidad de actividad alfa-amilasa fue definida como la cantidad 
de enzima necesaria para producir azúcares reductores equivalentes a 1μmol de glucosa 




en 30 minutos bajo las condiciones del ensayo. La actividad específica fue expresada 
como unidades por miligramos de proteína introducidos en el ensayo. 
 
8.8. Expresión y purificación de proteínas. 
 
El gen cssR de S. lividans, que codifica el regulador de interés CssR, fue clonado en 
el plásmido pET28a bajo el control del promotor de la polimerasa T7 y con 6 colas de 
histidinas en su extremo N-terminal. El plásmido resultante, pRHIS, fue introducido en 
E. coli BL21 (DE3). 
La cepa E. coli BL21 (DE3) (pRHIS) fue crecida durante toda la noche a 30ºC y 170 
rpm, a partir de una colonia, en un volumen de 50 ml de LB con glucosa 2% y 
kanamicina. Al día siguiente el cultivo fue diluido en 1 l de LB con kanamicina con una 
DO600 de  0,05. Una vez el cultivo alcanzó una DO600 de 0,5 la expresión de la proteína 
fue inducida añadiendo IPTG 1 mM. A continuación el cultivo se incubó en agitación 
durante 4 horas a 30 ºC y 200 rpm. 
Tras la inducción se recogieron las células por centrifugación y se resuspendieron en 
20 ml de tampón de lisis (NaH2PO4/ Na2HPO4 50 mM, DNasaI 0,1 mg/ml y una pastilla 
de cóctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA de Roche). A continuación el 
cultivo fue lisado aplicando una presión de 1000 psi dos veces (French Pressure press). 
El lisado se centrifugó durante 1 hora a 13000 rpm y 4 ºC, separando así la parte soluble 
donde esperábamos encontrar la proteína de interés, de la insoluble con restos celulares. 
 
La purificación de CssR se realizó mediante una cromatografía de afinidad a metales 
en condiciones no desnaturalizantes con la matriz TALON ®  Metal Affinity de 
Clontech que contiene cobalto. La resina fue introducida en una columna 
cromatográfica (Bio-Rad) y equilibrada con tampón de equilibrado (NaH2PO4/ 
Na2HPO4 50 mM e imidazol 0,05%). A continuación la muestra fue añadida a la 
columna y el líquido eluido se recogió como fracción de proteína no unida. A 
continuación, la columna fue lavada primero con tampón NaH2PO4/ Na2HPO4 50 mM e 
imidazol 0,05%, para eliminar posibles uniones inespecíficas, sometiéndose a un 
segundo lavado con el mismo tampón conteniendo imidazol al 0,1%. Por último, la 
elución de CssR se realizó con 10 ml de NaH2PO4/ Na2HPO4 50 mM e imidazol al 1%, 
recogiendo fracciones de 500 l que posteriormente fueron analizadas 




electroforéticamente en geles de acrilamida desnaturalizantes para comprobar en cuál de 
ellas se encontraba la proteína eluída. 
 La eliminación del imidazol y la concentración de las muestras se llevó a cabo por 
centrifugación utlizando los tubos Centricon (Millipore) con límite de peso molecular 
de 10000 Da. 
 
 
9. Ensayos de retardo en gel.  
 
La proteína purificada, en primer lugar, fue fosforilada con acetil fosfato 
incubándola  con tampón de fosforilación (Acetil fosfato 32 mM, Tris-HCl pH 8 50mM, 
MgCl2 10 mM y DTT 3 mM) durante 75 minutos a 37 ºC (Lukat y col., 1992; McCleary 
y col., 1996). Para llevar a cabo la unión entre las posibles regiones promotoras a 
ensayar y el regulador se emplearon aproximadamente 150 ng de DNA y 
concentraciones crecientes de proteína fosforilada (desde 0M hasta 44M), los cuales 
se incubaron con tampón de unión (Tris-HCl pH 8 20 mM, KCl 40 mM, MgCl2 2 mM, 
Glicerol 10% y DTT 5 mM) durante 15 minutos a 37 ºC. A continuación se añadió 
tampón de carga (glicerol 2%, azul de bromofenol 0,02% y Trisc-Hcl 2 mM) a las 
muestras y se cargaron en un gel nativo de acrilamida 6% que previamente había sido 
pre-corrido durante 30 minutos a 100 V. La electroforesis se realizó durante dos horas a 
100 V y con tampón TBE. 
Tras finalizar la electroforesis el gel fue teñido con bromuro de etidio (0,5 g/ml de 
tampón TBE) durante 30 minutos y visualizado a continuación en un transiluminador de 
luz ultravioleta con sistema fotográfico (Gel Doc 2000 de BIO-RAD). 
 
 
10. Ensayos de protección del ADN a la digestión por DNasaI.  
 
Para determinar la secuencia de unión del regulador CssR al ADN, se llevó a cabo 
un ensayo de protección del ADN a la digestión por DNasaI. Este ensayo se basa en el 
hecho de que cuando una proteína se une al ADN éste queda protegido de la digestión 
enzimática. Se lleva a cabo una digestión con DNasaI, la cual actuará como 




endonucleasa de ADN, cortando en aquellos enlaces fosfodiéster adyacentes a un 
nucleótido de pirimidina que no se encuentren protegidos por una proteína (ya sea por 
su unión directa al ADN o por impedimentos estéricos en las zonas adyacentes a la 
región de unión). 
 
En primer lugar se realizó una reacción de fosforilación de la proteína y de unión al 
ADN tal y como se ha descrito en el apartado anterior, con 25 g de proteína (44 M en 
el volumen de reacción) y 150 ng de ADN. A continuación la muestra se incubó con 0,5 
U de DNasaI (New England Biolabs) y el tampón suministrado por el fabricante (Tris-
HCl 10 mM, MgCl2 2,5 mM, CaCl2 0,5 mM, pH 7,6) durante 10 minutos a 37ºC. La 
enzima fue inactivada a 75ºC durante10 minutos y posteriormente la muestra fue 
fenolizada para eliminar las proteínas y los oligonucleótidos de menor tamaño liberados 
en la digestión. 
El ADN resultante fue insertado en el vector pUC19, previamente digerido con la 
enzima SmaI y tratado con fosfatasa alcalina, y posteriormente introducido en E. coli. 




11. Soporte informático. 
 
La búsqueda y comparación de secuencias de ADN y de proteínas se realizó en las 
siguientes bases de datos: 
 
- NCBI (National Center of Biotechnology Information): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
- StrepDB (The Streptomyces Annotation Server): 
http://strepdb.streptomyces.org.uk 
- SubtiList: http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/ 
- EcoGene: http://www.ecogene.org/ 
 
La predicción de dominios conservados de las proteínas de interés se realizó 
mediante el servidor NCBI y su base de datos de dominios conservados (CDD). Para la 




predicción de dominios transmembrana de las proteínas se empleó el servidor 
TMHMM. Para la predicción de los péptidos líderes de las proteínas se usó el servidor 
SignalP 4.1 Server. La predicción de motivos conservados en las secuencias de ADN 
se realizó con el el soporte informático MEME Suite. 
Los mapas de restricción de las secuencias nucleótidicas se llevó a cabo con la 
aplicación NEBcutter V2.0 (New England Biolabs). 
El diseño de oligonucleótidos cebadores fue realizado principalmente con las 
herramientas Primer3 v.0.4.0 (SourceForge) y NetPrimer (Premier Biosoft 
International). 
La presentación de datos se ha llevado a cabo principalmente con las aplicaciones 








1. Identificación in silico de los componentes implicados en el 
estrés por secreción en Streptomyces lividans TK21. 
 
 Identificación de un sistema de dos componentes homólogo a CssR-CssS de 
B. subtilis y CpxR-CpxA de E. coli. 
 
Con el propósito de identificar los elementos implicados en la respuesta al estrés por 
secreción en S. lividans, se realizó una búsqueda de posibles sistemas homólogos, en 
esta bacteria, a los sistemas de dos componentes CpxR-CpxA de E. coli y CssR-CssS de 
B. subtilis, en base a la secuencia del genoma completo de Streptomyces coelicolor 
A3(2) (Bentley y col., 2002), una cepa con un 99,7% de similitud con respecto a  
Streptomyces lividans (Jayapal y col., 2007; Lewis y col., 2010).  
Debido a que la cepa de estudio empleada en este trabajo es S. lividans y su genoma 
es muy similar al de S. coelicolor, los genes identificados por homología de secuencia 
se denominaron con la misma numeración empleada en S. coelicolor pero con el prefijo 
SLI. 
Se emplearon las secuencias de aminoácidos del sistema de dos componentes CssR-
CssS de B. subtilis como referencia para llevar a cabo la búsqueda de proteínas 
homólogas en el genoma de S. lividans. De entre los 24 posibles sistemas de dos 
componentes equivalentes obtenidos, uno de los seleccionados fue el formado por el par 
de proteínas SLI4156-SLI4155, ya que es el único de los sistemas con un gen 
codificando una proteasa de tipo HtrA (SLI4157) adyacente a él en el genoma, 
constituyendo una organización cromosómica muy similar a la de htrB respecto al par 
de genes cssR-cssS de B. subtilis. Además, por homología de secuencia seleccionamos 
los posibles sistemas de dos componentes SLI5283-SLI5282 y SLI2143-SLI2142 
(Tabla 9). En todos los casos se obtuvo un grado de identidad similar al comparar los 
posibles sistemas de dos componentes de S. lividans con el sistema de dos componentes 
CpxR-CpxA de E. coli. Los tres sistemas de dos componentes seleccionados presentan 
una superposición del codón de parada del primer gen del sistema con el inicio del 
segundo, una situación ampliamente aceptada como indicativo de que ambos genes 
forman un operón (Scherbakov y Garber, 2000), como ocurre en el caso de los genes 






 CssS  CssR 
      
  Identidad Homología   Identidad Homología 
SLI5282 22% 47% SLI5283 33% 54% 
SLI2142 23% 47% SLI2143 38% 58% 
SLI4155 21% 46% SLI4156 34% 50% 
 
Tabla 9. Identidad y homología de los sistemas de dos componentes seleccionados en S. 
lividans respecto al sensor (izquierda) y el regulador (derecha) del sistema de dos 
componentes CssR-CssS de B. subtilis.  
 
Los genes SLI2142, SLI4155 y SLI5282 codifican presuntamente la síntesis de 
sensores histidina quinasa, mientras que SLI2143, SLI4156 y SLI5283 codifican 
presuntamente reguladores de respuesta de sistemas de dos componentes. En todos los 
casos las proteínas correspondientes están formadas por los mismos dominios 
conservados predichos que sus respectivas proteínas homólogas de B. subtilis y E. coli 
(Figura 6). La determinación de los dominios presentes en cada una de las proteínas se 
realizó mediante el servidor NCBI y su base de datos de dominios conservados (CDD), 
que a su vez emplea la nomenclatura de dominios presente en la base de datos Pfam. 
Los dominios presentes en las proteínas sensoras son los siguientes: 
 
HAMP: Consiste en dos alfa-hélices conectadas por un lazo de unión. Se ha sugerido 
que el dominio HAMP juega un papel en la regulación de la fosforilación del sensor, 
transmitiendo los cambios conformacionales desde los dominios transmembrana a los 
dominios quinasa citoplasmáticos. 
HisKA o DHp: Es el dominio de dimerización y aceptor de fosfato.  
HATPase_c o CA: Esta familia representa a los dominios conservados ATPasa de 
proteínas histidina quinasas, ADN girasas y proteína de choque térmico HSP90.  
Por otra parte, los reguladores están formados los siguientes dominios: 
REC: Es el dominio que recibe la señal del sensor adyacente en un sistema de dos 
componentes. Presente en procariotas y eucariotas. Posee el sitio fosfoaceptor que es 





terminal respecto a un dominio efector de unión a ADN. Forma homodímeros. 
Trans_reg_C: Dominio efector del regulador de la respuesta, se encuentra en el 
extremo C-terminal de la proteína. Contiene sitios de unión a ADN. 
 
Además, la predicción informática indica que tanto CpxA de E. coli, como CssS de 
B. subtilis y SLI2142, SLI4155 y SLI5282 de S. lividans contienen hélices 
transmembrana, siendo la membrana de la célula la localización hipotética de SLI2142, 
SLI4155 y SLI5282, coincidiendo con la de los otros dos sensores mencionados. En el 
caso de los reguladores, ninguno de ellos presenta ni hélices transmembrana ni péptidos 
señal, por lo que cabe esperar que la localización de SLI2143, SLI4156 y SLI5283 sea 






Figura 6. Esquema de los dominios conservados presentes en las proteínas sensora y 
reguladora de los sistemas de dos componentes CpxR-CpxA de E. coli, CssR-CssS de B. 
subtilis y SLI2143-SLI2142, SLI4156-SLI4155 y SLI5283-SLI5282 de S. lividans. 
 
 
 Identificación de proteasas homólogas a HtrA y HtrB de B. subtilis. 
 
De nuevo, en base a la secuencia del genoma de S. coelicolor A3(2), se realizó una 
búsqueda de posibles proteasas homólogas, en S. lividans,  a HtrA y HtrB de B. subtilis. 
De entre las 15 proteínas potencialmente homólogas una de las seleccionadas fue 
SLI4157, cuyo gen se encuentra adyacente en el genoma al sistema de dos componentes 





Adicionalmente, se seleccionaron las siguientes tres proteínas con mayor identidad 
respecto a HtrA de B. subtilis (Tabla 10). Los genes que codifican estas posibles 
proteasas se encuentran en regiones del genoma distintas al sistema de dos componentes 
seleccionado, siendo su estructura cromosómica similar a la de degP  de E. coli o htrA 
de B. subtilis (Figura 7). En todos los casos se encontraron valores de identidad muy 




HtrA  HtrB 
      
  Identidad Homología   Identidad Homología 
SLI4157 38% 53% SLI4157 32% 56% 
SLI5149 36% 54% SLI5149 35% 54% 
SLI2171 35% 56% SLI2171 36% 54% 
SLI3977 35% 52% SLI3977 36% 53% 
 
Tabla 10. Identidad y homología de las proteínas seleccionadas en S. lividans respecto 
HtrA (izquierda) y HtrB (derecha) de B. subtilis.  
 
 
Figura 7. Estructura cromosómica del sistema de dos componentes y las proteasas en E. 
coli y B. subtilis. 
 
Los genes de las cuatro proteínas seleccionadas codifican posibles proteasas de tipo 
HtrA y sus dominios conservados se corresponden con los de las proteasas de tipo HtrA 
de E. coli y B. subtilis. Los dominios presentes en estas proteasas (Figura 8) son los 
siguientes: 
 
Trypsin o Tripsina: Dominio catalítico de la proteasa. Actúa cortando el sustrato de la 






PDZ: Parece estar implicado en el reconocimiento y unión del sustrato, así como en la 








Tabla 11. Características de las proteasas de tipo HtrA en E. coli, B. subtilis y S. lividans. 
 
La proteasa DegP de E. coli posee un dominio Tripsina y dos dominios PDZ, 
además no contiene ninguna hélice transmembrana pero sí un péptido señal. Se ha 
descrito que DegP es una proteína que se secreta al periplasma pero que puede 
interactuar con la membrana mediante fuerzas iónicas, no estando por tanto siempre en 
su forma soluble (Skórko-Glonek y col., 1997).  
De las cuatro proteasas tipo HtrA identificadas en Streptomyces la posible proteasa 
SLI2171 posee un dominio Tripsina y un dominio PDZ, no tiene dominios 
transmembrana y sí un péptido líder, sugiriendo que puede tratarse de una proteasa 
secretada como en el caso de DegP. Por otra parte, tanto HtrB como HtrA de B. subtilis 
y SLI3977 y SLI5149 poseen un dominio Tripsina y un dominio PDZ. Además 
coinciden en que presentan una hélice transmembrana y carecen de péptido señal, 
siendo por tanto su localización hipotética la membrana celular. Por último, SLI4157 
Proteína Organismo Dominios Péptido señal 
Hélice 
transmembrana 
DegP E. coli PDZ (x2), 
Tripsina 
Sí No 
HtrA B. subtilis PDZ, Tripsina No 1 
HtrB B. subtilis PDZ, Tripsina No 1 
SLI4157 S.lividans Tripsina No 1 
SLI2171 S.lividans PDZ, Tripsina Sí No 
SLI5149 S.lividans PDZ, Tripsina No 1 





únicamente posee el dominio Tripsina, careciendo de dominios PDZ. La proteína 
SLI4157 además contiene una hélice transmembrana y la predicción informática indica 
que no tiene péptido señal, así pues, también podría encontrarse en la membrana 
citoplásmica (Tabla 11).  
 
Por tanto, los pares de genes seleccionados en S. lividans como posibles 
homólogos al sistema de dos componentes cssR-cssS de B. subtilis son SLI5283-
SLI5283, SLI4156-SLI4155 y SLI2143-SLI2142; y los genes de S. lividans 
seleccionados como posibles homólogos a htrA y htrB de B. subtilis son SLI2171, 
SLI3977, SLI4157 y SLI5149. 
 
 
2. Estudio del estrés por secreción en Streptomyces lividans 
TK21. 
 
En B. subtilis se ha descrito que los niveles de producción elevados de alfa-amilasa 
procedente de Bacillus amyloliquefacies (AmyQ), producen la activación del sistema de 
dos componentes CssR-CssS debido al acúmulo de proteína secretada mal plegada 
(Hyyriläinen y col., 2001). Con el fin de determinar si los sistemas de dos componentes 
seleccionados y las cuatro proteasas de tipo HtrA identificadas por predicción 
informática estaban implicados en una respuesta al estrés por secreción equivalente en 
S. lividans, se llevó a cabo un análisis transcripcional de la estirpe S. lividans TK21 
(pAMI11) (Palomino y Mellado, 2008). El plásmido pAMI11 contiene el gen amlB que 
determina la síntesis de la proteína alfa-amilasa bajo la regulación de su propio 
promotor. AmlB (alfa-amilasa) es una proteína de secreción  que es transportada y 
translocada a través de la ruta Sec (Palomino y Mellado, 2008), y que por tanto será 
secretada de forma desplegada. 
 
Realizamos un análisis transcripcional de los tres sistemas de dos componentes 
seleccionados (SLI5283-SLI5282, SLI4156-SLI4155 y SLI2143-SLI2142) en las 
mismas condiciones de estrés, mediante PCR cuantitativa en tiempo real en la cepa S. 
lividans TK21 (pAMI11), con ADNc obtenido a partir de los ARN mensajeros 





tardía del mismo (ver apartado 5.6 de Materiales y Métodos). Los oligonucleótidos 
empleados en el análisis de cada gen se encuentran en la Tabla 8. Para la interpretación 
de los resultados se consideró regulación positiva de la transcripción a los valores de 
expresión diferencial superiores a 2, y regulación negativa a los valores menores de -2 
con respecto al control del experimento. 
Los resultados muestran que sólo se produce regulación positiva de la transcripción 
del sistema de dos componentes SLI4156-SLI4155, mientras que en los otros dos 
sistemas analizados no se produce dicha activación transcripcional cuando hay una 
sobreproducción de alfa-amilasa (Figura 9). Por tanto, SLI5283-SLI5282 y SLI2143-




Figura 9. Regulación de la expresión de los sistemas de dos componentes seleccionados en 
S. lividans TK21 (pAMI11). Los valores mostrados fueron obtenidos de al menos tres réplicas 
biológicas y tres réplicas técnicas de cada una de ellas. Las barras muestras el error estándar. 
Los valores comprendidos entre 2 y -2, con respecto al control del experimento, no se 
consideran como valores de activación o disminución respectivamente (marcados con una línea 
discontinua). 
 
Adicionalmente los genes de las cuatro proteasas de tipo HtrA seleccionadas 
también fueron analizados por PCR cuantitativa en tiempo real en la cepa S. lividans 
TK21 (pAMI11). Los análisis muestran que todos los genes de las proteasas, a 





produce la sobreproducción de una proteína secretada de forma no plegada. Por ello, 
SLI3977 fue descartada para los siguientes estudios (Figura 10). 
Además, tanto en este caso como en el anterior, se analizó por PCR cuantitativa en 
tiempo real el gen amlB como control de que la sobre-expresión del mismo se estaba 
produciendo de forma correcta en el plásmido pAMI11, obteniéndose un valor de 
expresión diferencial de 78,3  9,48 respecto a la estirpe control del experimento. 
 
 
Figura 10. Expresión de los genes de las proteasas seleccionadas en S. lividans TK21 
(pAMI11). Los valores mostrados fueron obtenidos de al menos tres réplicas biológicas y tres 
réplicas técnicas de cada una de ellas. Las barras muestras el error estándar. Los valores 
menores de 2 respecto al control del experimento, no se consideran como valores de activación 
(marcado con una línea discontinua). 
 
Así pues, el operón SLI4156-SLI4155 y las proteasas SLI4157, SLI2171 y 
SLI5149 están implicados en la respuesta al estrés por secreción en S. lividans. La 
selección del operón SLI4156-SLI4155, además de por los estudios transcripcionales, se 
ve respaldada por el hecho de ser el único par de genes con un gen adyacente que 
codifica una proteasa de tipo HtrA (SLI4157), siendo esta una organización 
cromosómica similar a la presente en B. subtilis (Figura 11). Por tanto, de ahora en 
adelante nos referiremos al sistema de dos componentes SLI4156-SLI4155 como cssR-





SLI2171 y SLI5149 como y htrA1 y htrA2 respectivamente, siguiendo la nomenclatura 
empleada en B. subtilis.  
 
 
Figura 11. Comparación de la estructura cromosómica del sistema de dos componentes y 
las proteasas en E. coli, B. subtilis y S. lividans. 
 
 
3. Efecto de la deficiencia en el regulador y el sensor del 
sistema de dos componentes CssR-CssS en Streptomyces 
lividans TK21. 
 
3.1. Generación de las estirpes mutantes en los genes cssR y cssS de 
Streptomyces lividans TK21. 
 
 
Con el propósito de profundizar en el papel del gen regulador seleccionado (cssR) 
en la respuesta al estrés por secreción en S. lividans, se generó una cepa deficiente en 
cssR por disrupción génica. Para ello se diseñaron los oligonucleótidos cssRdisrup_Fw 
y cssRdisrup_Rv (Tabla 7), en base a la secuencia conocida del gen equivalente a cssR 
de S. coelicolor, para amplificar mediante una reacción de PCR un fragmento interno de 
421 pb con ADN cromosómico de S. lividans TK21 como molde. Dicho fragmento 
contiene la segunda mitad del dominio regulador REC y la primera mitad del dominio 






Una vez comprobada la secuencia se utilizaron las enzimas de restricción BamHI 
(oligonucleótido cssRdisrup_Fw) y EcoRI (oligonucleótido cssRdisrup_Rv), las cuales 
permitieron la clonación del fragmento en el vector suicida en Streptomyces pOJ260, 
generando el plásmido pOJR (Figura 12A).  
El plásmido pOJR se introdujo mediante transformación de células competentes en 
la cepa E. coli ET12567/pUZ8002, deficiente en metilación y con un plásmido no 
transmisible que contiene los genes necesarios para la transferencia de otro vector que 
contenga un origen de transferencia (oriT), en este caso pOJR. A continuación se realizó 
una conjugación bacteriana entre la cepa de E. coli obtenida y esporas de S. lividans 
TK21 (ver apartado 7.3 de Materiales y Métodos). Se seleccionaron las colonias que 
presentaban un fenotipo correspondiente a una disrupción del gen cssR por un evento de 
sobrecruzamiento simple, mediante la resistencia al antibiótico apramicina. Se escogió 
un transformante para análisis posteriores, el cual se denominó S. lividans TK21 cssR. 
La disrupción se verificó mediante análisis de tipo Southern del ADN cromosómico de 
las cepas silvestre y mutante, ambas digeridas con PvuII (Figura 12B) y por 
amplificación mediante PCR con ADN cromosómico de ambas estirpes utilizando los 
oligonucleótidos pOJFw, pOJRv, cssRdisrup_Fw y cssRdisrup_Rv  como cebadores 
(Figura 12C). 
Para el análisis de tipo Southern se utilizó como sonda el fragmento interno de 421 
pb amplificado anteriormente. Este análisis mostró que la hibridación del ADN 
cromosómico de la cepa silvestre digerido con PvuII da lugar a una única banda de 4,8 
kb aproximadamente, mientras que la digestión con PvuII del ADN cromosómico de S. 
lividans TK21 cssR da lugar a dos fragmentos, uno de 3,5 kb aproximadamente y otro 
de 2 kb. 
En el análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa silvestre, tanto la 
amplificación con el par de oligonucleótidos pOJFw y cssRdisrup_Rv, como la del par 
pOJRv y cssRdisrup_Fw, no dan lugar a ninguna amplificación, ya que esa cepa no 
contiene el plásmido pOJR insertado en su genoma y los oligonucleótidos pOJFw, y 
pOJRv no pueden anillar en él. Sin embargo, en la cepa mutante, la amplificación con el 
par de oligonucleótidos pOJRv y cssRdisrup_Fw (marcada con un 1 en la Figura 12C) 
produce una banda de 492 pb, y la amplificación con los oligos pOJFw y 








Figura 12. Generación de la estirpe mutante S. lividans TK21 cssR. A. Representación del 
sobrecruzamiento simple entre el plásmido pOJR y el gen cssR para la construcción de la cepa 
deficiente en cssR. B. Análisis por hibridación de tipo Southern del genoma de la cepa silvestre 
(S) y deficiente en cssR (MR). Las flechas negras finas indican las regiones que serán 
reconocidas por la sonda en el análisis de tipo Southern. C. Análisis por amplificación mediante 







Siguiendo el mismo procedimiento que para la construcción de la estirpe S. lividans 
TK21 cssR, se generó una cepa deficiente en el gen cssS de S. lividans con el fin de 
determinar el papel de este sensor en la respuesta al estrés por secreción. Se diseñaron 
los oligonucleótidos cssSdisrup_Fw y cssSdisrup_Rv (Tabla 7), en base a la secuencia 
conocida de SCO4155 de S. coelicolor, para amplificar un fragmento interno de 647 pb 
con ADN cromosómico de S. lividans TK21 como molde. Esta región amplificada 
abarca la totalidad del dominio de señalización HAMP y del dominio de dimerización y 
fosfotransferencia HisKA de la proteína sensora. El fragmento fue clonado en el vector 
pGEM-T easy para su posterior secuenciación. Una vez comprobada la secuencia se 
utilizaron las enzimas de restricción BamHI (oligonucleótido cssSdisrup_Fw) y EcoRI 
(oligonucleótido cssSdisrup_Rv), las cuales permitieron la clonación del fragmento en 
el vector pOJ260, generando el plásmido pOJS (Figura 13A). 
El plásmido pOJS se introdujo mediante transformación de células competentes en 
la cepa E. coli ET12567/pUZ8002. A continuación se conjugaron la cepa de E. coli 
obtenida y las esporas de S. lividans TK21 (ver apartado 7.3 de Materiales y Métodos) y 
se seleccionaron las colonias con un fenotipo correspondiente a una disrupción del gen 
cssS, mediante la resistencia al antibiótico apramicina. Se escogió un transformante para 
análisis posteriores, el cual se denominó S. lividans TK21 cssS. De nuevo la 
disrupción se verificó mediante hibridación de tipo Southern del ADN cromosómico de 
las cepas silvestre y mutante, ambas digeridas con PvuII (Figura 13B) y por PCR con 
ADN cromosómico de ambas estirpes y los oligonucleótidos pOJFw, pOJRv, 
cssSdisrup_Fw y cssSdisrup_Rv (Figura 13C). 
Para el análisis de tipo Southern se utilizó como sonda el fragmento interno de 647 
pb anteriormente amplificado. La hibridación del ADN cromosómico de la cepa 
silvestre digerido con PvuII da lugar a una única banda de 4,8 kb aproximadamente, 
mientras que la digestión con PvuII del ADN cromosómico de S. lividans TK21 cssS 
produce dos fragmentos, uno de 3,3 kb y otro de 2,5 kb aproximadamente. 
En el análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa silvestre ninguna de las 
amplificaciones da lugar a una banda, ya que esa cepa no contiene el plásmido pOJS 
insertado en su genoma y los oligonucleótidos pOJFw, y pOJRv no pueden anillar con 
él. Sin embargo, en la cepa mutante, la amplificación con el par de oligonucleótidos 
pOJRv y cssSdisrup_Fw (marcada con un 1 en la Figura 13C) produce una banda de 









Figura 13. Generación de la estirpe mutante S. lividans TK21 cssS. A. Representación del 
sobrecruzamiento simple entre el plásmido pOJS y el gen cssS para la construcción de la cepa 
deficiente en cssS. B. Análisis por hibridación de tipo Southern del genoma de la cepa silvestre 
(S) y deficiente en cssS (MS). Las flechas negras y finas indican las regiones que serán 
reconocidas por la sonda en el análisis de tipo Southern. C. Análisis por amplificación mediante 







3.2. Fenotipo de las cepas deficientes en CssR y CssS. 
 
Para comprobar si las mutaciones en los genes cssR o cssS causaban algún efecto 
en el crecimiento de las bacterias se realizaron curvas de crecimiento a lo largo del 
tiempo en medio líquido NMMP de la cepa silvestre y de las cepas S. lividans TK21 
cssR y S. lividans TK21 cssS, determinando la cantidad de biomasa presente a cada 
tiempo mediante el cálculo del peso seco del micelio. No se observaron diferencias 
significativas en el crecimiento en medio líquido de las bacterias mutantes en el 
regulador y el sensor respecto a las silvestres (Figura 14A). Sin embargo, en el caso del 
crecimiento en placa se observó un ligero retraso en la esporulación de la cepa S. 
lividans cssR que se recupera a lo largo del tiempo de incubación en medio MS a 30 




Figura 14. Crecimiento en medio líquido y sólido de la estirpe silvestre y las cepas 
deficientes en CssR y CssS. A. Representación del crecimiento de las cepas S. lividans TK21, 
S. lividans cssR y S. lividans cssS en medio líquido NMMP. Los datos son la media de al 
menos tres réplicas biológicas, las barras representan el error estándar. B. Crecimiento en placas 











3.3. Efecto de la deficiencia en CssR y CssS en la transcripción de los 
genes de las proteasas seleccionadas. 
 
Para averiguar si la expresión de los genes que codifican las proteasas identificadas 
se encuentra bajo el control de los genes del sistema de dos componentes CssR-CssS, se 
llevaron a cabo análisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real con ADNc obtenido a 
partir de los ARN mensajeros extraídos a 24 horas de crecimiento del cultivo, 
coincidiendo con la fase exponencial tardía del mismo, tanto en la estirpe deficiente en 
el regulador como en la deficiente en el sensor. Los oligonucleótidos empleados en el 
análisis de cada gen se encuentran en la Tabla 8. Para la interpretación de los resultados 
se consideró regulación positiva de la transcripción a los valores de expresión 
diferencial superiores a 2, y regulación negativa a los valores menores de -2. 
 
La expresión de cssR y cssS se encuentra regulada negativamente en sus respectivas 
cepas mutantes como se esperaba. La expresión de htrB, htrA1 y htrA2 aparece regulada 
negativamente en ambas estirpes mutantes (Figura 15), indicando que el operón CssR-
CssS es el responsable de regular la expresión de los genes de las tres proteasas 
mencionadas. Por otra parte, la expresión del gen cssS resultó regulada negativamente 
en la estirpe deficiente en el regulador del sistema, mientras que la expresión de cssR no 
se vio afectada en la estirpe deficiente en el sensor, confirmando la existencia de un 
efecto polar a nivel transcripcional del primer gen del operón sobre el segundo.  
De los resultados obtenidos puede deducirse que la expresión de los genes htrB, 
htrA1 y htrA2 es dependiente del sistema de dos componentes CssR-CssS, y que existe 








Figura 15. Efecto transcripcional de la deficiencia en CssR o CssS. Los valores mostrados 
son una media de al menos tres réplicas biológicas y tres réplicas técnicas de cada una de ellas. 
La barra muestra el error estándar. Las líneas discontinuas comprenden los valores entre 2 y -2, 
no considerados como activación o inactivación transcripcional. 
 
 
3.4. Efecto de la deficiencia en CssR y CssS en la secreción y la 
funcionalidad de alfa-amilasa. 
 
Tras establecer una relación entre el estrés por secreción y la inducción de la 
expresión de cssR y cssS de S. lividans se estudió el efecto de la deficiencia en el 
regulador y en el sensor ante una situación de estrés por secreción.  
El plásmido pAMI11 fue propagado en multicopia en las estirpes S. lividans cssR 
y S. lividans cssS, obteniéndose las cepas S. lividans cssR (pAMI11) y S. lividans 
cssS (pAMI11), respectivamente. La transcripción de los genes del operón 
seleccionado y las tres proteasas relacionadas fue analizada por PCR cuantitativa en 
tiempo real, no produciéndose la inducción de ninguno de los genes en ninguna de las 
dos bacterias (datos no mostrados). Así pues, en los dos casos, la sobreproducción de 
alfa-amilasa no produce la activación del sistema, de nuevo confirmando que tanto el 
regulador como el sensor están implicados en la activación transcripcional de las tres 
proteasas. Adicionalmente se analizó la transcripción del gen amlB, siendo su expresión 
diferencial de 74,15  8,52 veces en la cepa S. lividans cssR (pAMI11) respecto a la 





a la estirpe control, demostrando que la expresión del plásmido pAMI11 estaba teniendo 
lugar. 
 
En B. subtilis se ha descrito que la cepa deficiente en CssR sobreproduciendo alfa-
amilasa sufría una parada del crecimiento en medio líquido y una lisis de las bacterias. 
Este hecho se debe probablemente a que el mutante en CssR es más sensible al estrés 
por secreción que el mutante en CssS, debido al efecto polar de la mutación en cssR 
sobre el gen del sensor del sistema, el cual en condiciones de sobreproducción de alfa- 
amilasa únicamente sufre un pequeño retardo en el crecimiento en medio líquido 
(Hyyriläinen y col., 2001). 
Las curvas de crecimiento a lo largo del tiempo en medio líquido NMMP de las 
cepas silvestre y deficientes en el regulador y el sensor en S. lividans, mostraron un 
menor crecimiento en ambas cepas mutantes (Figura 16), pero en ningún caso una 




Figura 16. Representación del crecimiento de las cepas S. lividans TK21 (pAMI11), S. 
lividans cssR (pAMI11) y S. lividans cssS (pAMI11) en medio líquido NMMP. Los datos 
son la media de al menos tres réplicas biológicas, las barras representan el error estándar. 
 
 
Con el fin de conocer los efectos que las deficiencias en el sistema de dos 
componentes CssR-CssS pudieran tener sobre la secreción de una proteína en 
condiciones de sobreproducción, la síntesis y la secreción de la proteína alfa-amilasa 





S. lividans cssS (pAMI11) fueron analizadas mediante ensayos de tipo Western (ver 
apartado 8.6 de Materiales y Métodos) con anticuerpos policlonales anti-AmlB. La 
cantidad de proteína cargada en el gel de acrilamida desnaturalizante fue corregida por 
el peso seco de los cultivos en cada caso dado el crecimiento en medio líquido que 
presentan las cepas deficientes en el regulador y el sensor.   
 
No se encontraron formas precursoras o maduras de alfa-amilasa asociadas a la 
célula ni de la cepa silvestre ni de las deficientes en el regulador y el sensor. 
Únicamente se detectó AmlB en el sobrenadante de los cultivos celulares, sugiriendo 
que la síntesis, el transporte y la secreción de la alfa-amilasa sobreproducida ocurre de 
forma muy eficiente en todos los casos (Figura 17). El tamaño molecular (59 kDa) de la 
alfa-amilasa madura observada en el análisis coincide con el que se puede predecir 
informáticamente de su secuencia de aminoácidos. No se detectó alfa-amilasa en las 
cepas equivalentes usadas como control: S. lividans TK21 (pIJ487), S. lividans cssR 
(pIJ487) y S. lividans cssS (pIJ487) (datos no mostrados). 
La mayoría de AmlB madura se detecta alrededor de las 24h de cultivo en todas las 
cepas estudiadas, coincidiendo con la fase exponencial tardía de crecimiento, a 
continuación la cantidad de proteína disminuye una vez el cultivo ha alcanzado la fase 
estacionaria. Sin embargo, el patrón de degradación de la alfa-amilasa secretada es 
diferente en el caso de ambas estirpes mutantes respecto a la cepa silvestre, ya que en 
las bacterias deficientes en el sensor y en el regulador aparecen bandas discretas de 
menor tamaño que la correspondiente a la alfa-amilasa madura, sugiriendo que puede 








Figura 17. Patrón de secreción de alfa-amilasa en S. lividans TK21 y en las cepas 
deficientes en CssR y CssS. Alfa-amilasa asociada a la célula y extracelular presente en las 
cepas S. lividans TK21 (pAMI11) (A), S. lividans cssR (pAMI11) (B) y S. lividans cssS 
(pAMI11) (C) fue analizada a lo largo del tiempo de crecimiento del cultivo (tiempo en horas). 
La flecha indica la movilidad relativa de AmlB madura. El marcador de peso molecular se 






Con el fin de conocer si la alfa-amilasa acumulada en los sobrenadantes de ambas 
estirpes mutantes se encontraba correctamente plegada y era funcional, la actividad de 
la enzima fue ensayada tal y como se indica en el apartado 8.7 de Materiales y Métodos 
y la comparamos con la presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre. La actividad 
de alfa-amilasa secretada en ambas cepas mutantes es aproximadamente un tercio de la 
presente en la bacteria silvestre en la fase exponencial de crecimiento del cultivo, 
disminuyendo la actividad estimada en fases posteriores del crecimiento en todos los 




Figura 18. Actividad alfa-amilasa presente en los sobrenadantes del cultivo de las cepas 
deficientes en CssS y CssR. Actividad alfa-amilasa presente en los sobrenadantes de los 
cultivos a lo largo del tiempo de crecimiento de las cepas S. lividans TK21 (pAMI11), S. 
lividans cssR (pAMI11) y S. lividans cssS (pAMI11). Los datos son una media de al menos 
tres determinaciones de distintas muestras biológicas. Las barras muestran el error estándar. 
 
Las diferencias en el patrón de degradación de la AmlB sintetizada en las cepas 
mutantes y su nivel de actividad enzimática considerablemente reducido es consistente 
con la presencia de alfa-amilasa extracelular mal plegada en los sobrenadantes de estas 
bacterias (siendo, posiblemente susceptible a la degradación por parte de proteasas 
extracelulares no específicas) y sugiere que el sistema de dos componentes CssR-CssS 
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(pAMI11) 
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3.5. Activación de CssR-CssS en Streptomyces coelicolor A3(2). 
 
Los resultados anteriores indican que el sistema de dos componentes CssR-CssS 
está implicado en la respuesta al estrés por secreción provocado por la sobreproducción 
de alfa-amilasa en S. lividans. Adicionalmente, nos interesaba conocer si este sistema se 
activaría en otras cepas de Streptomyces o si lo haría también por un aumento global de 
las proteínas de secreción, y no solamente en el caso de la sobreproducción de alfa-
amilasa, como se ha descrito que sucede con el sistema homólogo de B. subtilis 
(Westers y col., 2006). 
En nuestro laboratorio se describió que en la cepa S. coelicolor M28, la cual 
sobreproduce el regulador DegU, tiene lugar una sobreproducción generalizada de las 
proteínas mayoritarias de secreción en Streptomyces (Rozas y col., 2012). Como 
consecuencia, esperamos que en estas condiciones tenga lugar una situación de acúmulo 
de proteínas extracelulares mal plegadas y por tanto de estrés asociado a la 
sobreproducción de proteínas extracelulares. Se realizaron PCRs cuantitativas a tiempo 
real de los genes del regulador, del sensor y de las proteasas seleccionadas y se observó 
que los niveles de expresión relativa de todos ellos aumentaban en la cepa S. coelicolor 
M28 (Figura 19). Así pues, parece que este sistema puede jugar el mismo papel en otras 
cepas de Streptomyces cuando tiene lugar la sobreproducción generalizada de proteínas 
de secreción.  
 
Figura 19. Regulación de la respuesta al estrés por secreción en S. coelicolor M28. Los 
valores mostrados fueron obtenidos de al menos tres réplicas biológicas y tres réplicas técnicas 
de cada una de ellas. Las barras muestras el error estándar. La línea discontinua señala el valor 






3.6. Estudio del sistema CssR-CssS en condiciones de sobreproducción 
de la proteína agarasa. 
 
Con el fin de comprobar si el sistema CssR-CssS únicamente se activa cuando se 
produce un acúmulo de proteína incorrectamente plegada, se realizaron análisis 
transcripcionales por PCR cuantitativa en tiempo real de los genes cssR, cssS, htrB, 
htrA1 y htrA2 en la estirpe S. lividans TK21 (pAGAs5) previamente generada en 
nuestro laboratorio (Palacín y col., 2002). S. lividans TK21 (pAGAs5) contiene el gen 
dagA de S. coelicolor que determina la síntesis de la proteína agarasa bajo la regulación 
de su propio promotor en el plásmido de alto número de copias pAGAs5. La agarasa es 
una proteína, que por trabajos previos de nuestro laboratorio y otros es conocido que se 
secreta en forma plegada a tiempos tardíos del crecimiento utilizando principalmente la 
ruta Tat (Parro y Mellado, 1994; Widdick y col., 2006). 
Llevamos a cabo un análisis transcripcional por PCR cuantitativa en tiempo real de 
la cepa S. lividans TK21 (pAGAs5) a 24 horas de cultivo, y comprobamos que no se 
producía la activación transcripcional del sistema de dos componentes ni de los genes 
de las proteasas relacionadas (Figura 20A). Además se analizó por PCR cuantitativa en 
tiempo real la expresión del gen dagA como control de que la sobre-expresión del 
mismo se estaba produciendo de forma correcta en el plásmido pAGAs5, obteniéndose 
un valor de expresión relativa de 75,2  1,1. 
Por otra parte, el plásmido pAGAs5 fue también propagado en multicopia en las 
estirpes bacterianas deficientes en CssR y CssS, generando las cepas S. lividans cssR 
(pAGAs5) y S. lividans cssS (pAGAs5) respectivamente. Se realizaron análisis de 
detección de tipo Western de la proteína agarasa, con anticuerpos policlonales anti-
DagA, presente en los sobrenadantes de las cepas S. lividans TK21 (pAGAs5), S. 
lividans cssR (pAGAs5) y S. lividans cssS (pAGAs5) (Figura 20B). Observamos que 
el patrón de secreción de la agarasa coincide en las tres estirpes, aumentando la 
aparición de la proteína en el sobrenadante a tiempos tardíos de crecimiento del cultivo, 







Figura 20. Efecto de la sobreproducción de agarasa en la respuesta al estrés por secreción. 
A. Transcripción de cssR, cssS y los genes htrB, htrA1 y htrA2 en condiciones de 
sobreproducción de agarasa. Los valores mostrados fueron obtenidos de al menos tres réplicas 
biológicas y tres réplicas técnicas de cada una de ellas. Las barras muestras el error estándar. 
Las líneas discontinuas comprenden los valores entre 2 y -2, no considerados como activación o 
inactivación transcripcional. B. Patrón de secreción de agarasa en S. lividans TK21 y en las 
cepas deficientes en CssR y CssS a lo largo del tiempo de crecimiento del cultivo (tiempo en 
horas). La flecha indica la movilidad relativa de agarasa madura. El marcador de peso molecular 
se encuentra señalado en el lado derecho de la figura. 
 
 
Los resultados indican que la sobreproducción de proteínas de secreción 
correctamente plegadas no induce el sistema de dos componentes CssR-CssS ni la 
expresión de los genes de las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2, ni la secreción de la 












4. Papel de las proteasas de tipo HtrA en la respuesta al estrés 
por secreción en Streptomyces lividans TK21. 
 
4.1. Generación de estirpes mutantes en los genes de las proteasas 
HtrB, HtrA1 y HtrA2 de Streptomyces lividans TK21.  
 
Con el fin de determinar la importancia relativa de cada una de las proteasas en la 
respuesta ante una situación de estrés por secreción, se generaron cepas deficientes en 
cada una de ellas de forma individual por disrupción génica. Se siguió el mismo 
procedimiento empleado anteriormente para la generación de las estirpes S. lividans 
cssR y S. lividans cssS. En la Tabla 12 se muestran los oligonucleótidos empleados 
como cebadores y el fragmento interno de cada gen  que fue amplificado con ellos. En 
todos los casos ese fragmento abarca la mayoría del dominio catalítico de la proteasa.  
Después de su amplificación, cada fragmento de ADN fue clonado en el vector 
suicida en Streptomyces pOJ260 mediante los sitios de corte BamHI y EcoRI, 
generando los plásmidos pOJB (con el fragmento de htrB), pOJA1 (con el fragmento de 









Tamaño del amplicón 
htrB htrBdis_Fw htrBdis_Rv 531 pb 
htrA1 htrAdis_Fw htrAdis_Rv 502 pb 
htrA2 HtrAdis2_Fw HtrAdis2_Rv 675 pb 
 
Tabla 12. Cebadores empleados y tamaño del producto de amplificación obtenido para la 








Tras la conjugación de las células de E. coli con las esporas de S. lividans TK21 se 
seleccionaron las colonias resultantes mediante la resistencia al antibiótico apramicina. 
Se escogió un transformante de cada una de las cepas generadas para análisis 
posteriores, los cuales se denominaron S. lividans TK21 htrB, S. lividans TK21 
htrA1 y S. lividans TK21 htrA2 respectivamente. Las mutaciones se verificaron 
mediante hibridación de tipo Southern del ADN cromosómico de las cepas silvestre y 
mutantes, empleando como sonda los fragmentos amplificados anteriormente para 
llevar a cabo la disrupción, y por amplificación mediante PCR del ADN cromosómico 
con los oligonucleótidos señalados en la Figura 21 como cebadores de la reacción. 
Para el análisis de tipo Southern de la estirpe S. lividans TK21 htrB se utilizó 
como sonda el fragmento interno de 531 pb amplificado anteriormente. Este análisis 
mostró que la hibridación del ADN cromosómico de la cepa silvestre digerido con PvuII 
da lugar a una única banda de 4,8 kb aproximadamente, mientras que la digestión con 
PvuII del ADN cromosómico de S. lividans TK21 htrB genera dos fragmentos, uno de 
4,6 kb aproximadamente y otro de 1 kb (Figura 21A.1). 
 En el análisis mediante PCR del ADN cromosómico de la cepa silvestre, tanto la 
amplificación con el par de oligonucleótidos pOJFw y htrBdis_Rv, como la del par 
pOJRv y htrBdis_Fw, no dan lugar a ninguna amplificación, ya que esa cepa no 
contiene el plásmido pOJB insertado en su genoma y los oligonucleótidos pOJFw, y 
pOJRv no pueden anillar en él. Sin embargo, en la cepa mutante, la amplificación con el 
par de oligonucleótidos pOJRv y htrBdis_Fw (marcada con un 1 en la Figura 21A.2) 
produce una banda de 602 pb, y la amplificación con los oligos pOJFw y htrBdis_Rv 
(marcada con un 2 en la Figura 21A.2) genera una banda de 591 pb. 
En el análisis de tipo Southern de la estirpe S. lividans TK21 htrA1 se utilizó 
como sonda el fragmento interno de 502 pb amplificado para llevar a cabo la disrupción 
del gen. Este análisis mostró que la hibridación del ADN cromosómico de la cepa 
silvestre digerido con KpnI da lugar a una única banda de 3,8 kb aproximadamente, 
mientras que la digestión con KpnI del ADN cromosómico de S. lividans TK21 htrA1 
genera un fragmento de 4,8 kb aproximadamente y otro de 3,1 kb (Figura 21B.1). 
En el análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa silvestre, no se produce 
ninguna amplificación ni con el par de oligonucleótidos pOJFw y htrAdis_Rv, ni con el 
par pOJRv y htrAdis_Fw. Sin embargo, en la cepa S. lividans TK21 htrA1, la 





en la Figura 21B.2) produce una banda de 621 pb, y la amplificación con los oligos 
pOJFw y htrAdis_Rv (marcada con un 2 en la Figura 21B.2) genera una banda de 610 
pb. 
Por último, para el análisis de tipo Southern de la estirpe S. lividans TK21 htrA2 
se utilizó como sonda el fragmento interno de 675 pb amplificado anteriormente. Este 
análisis mostró que la hibridación del ADN cromosómico de la cepa silvestre digerido 
con SacI da lugar a una única banda de 5,1 kb como esperábamos, mientras que la 
digestión con SacI del ADN cromosómico de S. lividans TK21 htrA2 da lugar a un 
fragmento de 3,3 kb aproximadamente y otro de 5,2 kb (Figura 21C.1). 
En el análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa silvestre, no se produce 
ninguna amplificación ni con el par de oligonucleótidos pOJFw y htrAdis2_Rv, ni con 
el par pOJRv y htrAdis2_Fw. Pero en la cepa S. lividans TK21 htrA2, la amplificación 
con el par de oligonucleótidos pOJRv y htrAdis2_Fw (marcada con un 1 en la Figura 
21C.2) produce una banda de 746 pb, y la amplificación con los oligos pOJFw y 








Figura 21. Generación de estirpes mutantes en los genes htrB, htrA1 y htrA2. A. 
Comprobación mediante hibridación de tipo Southern (A.1) y PCR (A.2). de la cepa S. lividans 
TK21 htrB. B. Comprobación mediante hibridación de tipo Southern (B.1) y PCR (B.2) de la 
cepa S. lividans TK21 htrA1. C. Comprobación mediante hibridación de tipo Southern (C.1) y 
PCR (C.2) de la cepa S. lividans TK21 htrA2. Las flechas negras finas indican las regiones que 
serán reconocidas por la sonda en el análisis de tipo Southern. Los resultados correspondientes a 







4.2. Efecto de las deficiencias en HtrB, HtrA1 y HtrA2 en la secreción y 
la funcionalidad de alfa-amilasa. 
 
Para conocer el efecto que podría tener la ausencia funcional de cada una de las 
proteasas seleccionadas en la secreción de una proteína que se transporta de forma no 
plegada a través de la membrana, se propagó en multicopia el plásmido pAMI11 en las 
estirpes S. lividans htrB, S. lividans htrA1 y S. lividans htrA2, obteniéndose las 
cepas S. lividans htrB (pAMI11), S. lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 
(pAMI11), respectivamente. 
La síntesis y la secreción de la alfa-amilasa sobreproducida en estas cepas fue 
analizada mediante ensayos de tipo Western con anticuerpos policlonales anti-AmlB. La 
cantidad de proteína cargada en el gel de acrilamida desnaturalizante fue corregida por 
el peso seco de los cultivos en cada caso.  
 No se observó proteína precursora asociada a la célula, por tanto, la secreción de 
alfa-amilasa en estas estirpes se produce de forma eficiente y la deficiencia en las 
proteasas no afecta al transporte de alfa-amilasa. Al igual que en la estirpe silvestre y en 
las deficientes en el sensor y el regulador, la mayoría de AmlB aparece en los 
sobrenadantes a las 24h de cultivo coincidiendo con su fase exponencial tardía. El 
patrón de secreción y degradación de la proteína que obtenemos en las cepas S. lividans 
htrB (pAMI11), S. lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 (pAMI11) es muy 
similar al que observamos anteriormente en las estirpes S. lividans cssR (pAMI11) y S. 
lividans cssS (pAMI11), con bandas discretas de un peso molecular menor al de la 
alfa-amilasa madura (Figura 22). No se detectó alfa-amilasa en las cepas equivalentes 
usadas como control: S. lividans htrB (pIJ487), S. lividans htrA1 (pIJ487) y S. 







Figura 22. Patrón de secreción de alfa-amilasa presente en las cepas mutantes en las 
proteasas en S. lividans. Alfa-amilasa asociada a la célula y extracelular presente en S. lividans 
htrB (pAMI11) (A), S. lividans htrA1 (pAMI11) (B) y S. lividans htrA2 (pAMI11) (C)  a lo 
largo del tiempo de crecimiento del cultivo (tiempo en horas). La flecha indica la movilidad 
relativa de AmlB madura. El marcador de peso molecular se encuentra señalado en el lado 






Para comprobar si la alfa-amilasa que observamos en los sobrenadantes era 
funcional, se llevó cabo un ensayo de actividad. Los resultados indican que en las cepas 
S. lividans htrB (pAMI11), S. lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 
(pAMI11) la proteína AmlB secretada posee una actividad mucho menor en la fase 
exponencial tardía de crecimiento del cultivo que la presente en los sobrenadantes de la 
cepa silvestre (Figura 23), apuntando a que ésta se encuentra mayoritariamente 
incorrectamente plegada en los sobrenadantes de las bacterias deficientes en cada una 
de las proteasas. Estos resultados coinciden nuevamente con los obtenidos en las cepas 
S. lividans cssR (pAMI11) y S. lividans cssS (pAMI11), sugiriendo que la acción 
conjunta de las tres proteasas podría ser necesaria para el correcto funcionamiento de la 
respuesta al estrés por secreción, difiriendo de lo anteriormente descrito en B. subtilis, 
donde la carencia de una de sus dos proteasas se ve suplida por un aumento en la 




Figura 23. Actividad alfa-amilasa presente en los sobrenadantes del cultivo a lo largo del 
tiempo de crecimiento. Los datos son una media de al menos tres determinaciones de distintas 
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4.3. Efecto de la complementación cruzada de las mutaciones en las 
proteasas. 
 
Con el objetivo de profundizar en el estudio de la implicación de cada una de las 
proteasas en la respuesta al estrés por secreción, y conocer si pudiese existir algún 
efecto compensatorio entre ellas como se ha descrito en B. subtilis (Noone y col., 2001; 
Antelmann y col., 2003), se transformaron las estirpes S. lividans htrB (pAMI11), S. 
lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 (pAMI11) con plásmidos multicopia 
que contenían los genes de las proteasas bajo la regulación de su posible región 
promotora. Para generar estas cepas en primer lugar se amplificó cada uno de los genes 
de las proteasas con su posible región promotora mediante PCR. Los oligonucleótidos 
empleados como cebadores para obtener el gen htrB fueron htrB_Fw2 y htrB_Rv2, los 
utilizados para amplificar htrA1 fueron htrA1_Fw y htrA1_Rv, y los que se emplearon 
para obtener htrA2 fueron htrA2_Fw y htrA2_Rv (Tabla 7). Las amplificaciones por 
PCR obtenidas fueron clonadas en el vector pGEM-Teasy para su posterior 
transformación en E. coli y  secuenciación. Una vez se obtuvieron clones con la 
secuencia completa sin errores, ésta se digirió con las enzimas de restricción BamHI y 











Tabla 13. Estirpes resultantes de las complementaciones cruzadas de las cepas S. lividans 
htrB (pAMI11), S. lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 (pAMI11) con los 
plásmidos pFDB, pFDA1 y pFDA2 respectivamente. 
 
S. lividans htrB 
(pAMI11) 
S. lividans htrA1 
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pFDB 
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A continuación se obtuvo un fragmento de 1845 pb conteniendo el gen de 
resistencia a tioestreptona y su secuencia reguladora mediante la digestión con la 
enzima de restricción BglII del plásmido pAC301. Este fragmento fue clonado en los 
cósmidos pFD666 generados anteriormente, en la misma dirección que los genes de las 
proteasas, mediante la unión de los extremos compatibles producidos por los cortes con 
las enzimas de restricción BglII y BamHI, y con el fin de poder emplear un antibiótico 
de selección adicional para estos plásmidos (Figura 24). Los plásmidos resultantes 
llamados pFDB, pFDA1 y pFDA2 fueron introducidos mediante transformación en las 
cepas S. lividans htrB (pAMI11), S. lividans htrA1 (pAMI11) y S. lividans htrA2 
(pAMI11), dando lugar a las estirpes indicadas en la Tabla 13, las cuales fueron 











La secreción de alfa-amilasa en estas cepas fue analizada por ensayos de detección 
de tipo Western. La cantidad de proteína cargada en el gel de acrilamida 
desnaturalizante fue corregida por el peso seco de los cultivos de cada estirpe. Los 
resultados muestran una patrón de secreción de la proteína muy similar en todos los 
casos, donde se observan numerosas bandas de menor tamaño que la de la alfa-amilasa 
madura, en un patrón distinto al que obtuvimos en las cepas deficientes en el regulador, 
en el sensor o en las bacterias mutantes S. lividans htrB, S. lividans htrA1, S. lividans 
htrA2 (Figura 25). Este hecho podría indicar un aumento de la degradación de la 
proteína alfa-amilasa debido a la descompensación que presuntamente provoca la sobre-
expresión de cada una de las proteasas. 
Con el fin de comprobar si el patrón observado realmente se debía a la sobre-
expresión de las proteasas, la cepa silvestre fue también transformada con los plásmidos 
pFDB, pFDA1 y pFDA2, generando las estirpes S. lividans TK21 (pAMI11)/(pFDB), S. 
lividans TK21 (pAMI11)/(pFDA1) y S. lividans TK21 (pAMI11)/(pFDA2), las cuales 
fueron seleccionadas con kanamicina y tioestreptona. De nuevo, la secreción de alfa-
amilasa fue analizada mediante detección de tipo Western. El patrón de la alfa-amilasa 
secretada observado es muy similar al obtenido en las cepas deficientes en las proteasas 
conteniendo los plásmidos pFDB, pFDA1 o pFDA2, apuntando de nuevo a que la 
sobre-expresión de cualquiera de las proteasas podría provocar un aumento de la 
degradación de la alfa-amilasa (Figura 25). 
Para conocer cómo la sobreproducción de las proteasas podía afectar a la cantidad 
de alfa-amilasa funcional llevamos a cabo un ensayo de actividad enzimática. Los 
resultados muestran que los niveles de actividad alfa-amilasa de las cepas mutantes en 
htrB, htrA1 o htrA2 con los correspondientes plásmidos pFDB, pFDA1 o pFDA2 son 
similares o incluso algo menores a los obtenidos en las cepas deficientes en las distintas 
proteasas (Figura 26). Este hecho probablemente indica que un exceso de una de las 
proteasas puede producir una descompensación y una alteración en el correcto 







Figura 25. Secreción de alfa-amilasa en la estirpe silvestre y en las cepas deficientes en las 
distintas proteasas complementadas con htrB, htrA1, htrA2. Alfa-amilasa presente en los 
sobrenadantes de los cultivos de las cepas deficiente en htrB complementadas (A), deficientes 
en htrA1 complementadas (B), deficientes en htrA2 complementadas (C), y de las cepas 
silvestres transformadas con los plásmidos que contienen las proteasas en multicopia (D) a lo 
largo del tiempo de crecimiento del cultivo (tiempo en horas). La flecha indica la movilidad 
relativa de la alfa-amilasa madura. El marcador de peso molecular se encuentra señalado a los 







Figura 26. Actividad alfa-amilasa en la cepa silvestre y en las deficientes en las distintas 
proteasas complementadas con htrB, htrA1, htrA2. Actividad alfa-amilasa presente en los 
sobrenadantes de la estirpe silvestre  que se usó como control del experimento (A), de las cepas 
deficientes en htrB complementadas (B), de las cepas deficientes en htrA1 complementadas (C), 
de las cepas deficientes en htrA2 complementadas (D), y de las cepas silvestres transformadas 
con los plásmidos que contienen las proteasas en multicopia (E). Los datos son una media de al 








5. Caracterización in vitro del sistema de dos componentes 
CssRS. 
 
Los resultados obtenidos con anterioridad (apartado 3.3 de Resultados) apuntan a 
que la transcripción de los genes htrB, htrA1 y htrA2 está regulada por el sistema de dos 
componentes CssR-CssS en S. lividans. Para comprobar si esta regulación se produce de 
forma directa o indirecta se decidió identificar in vitro las dianas moleculares del 
regulador CssR.  
 
 
5.1. Purificación del regulador CssR. 
 
Con el propósito de obtener la proteína CssR se procedió a la expresión de su gen 
en E. coli. En primer lugar la región codificante del gen cssR de S. lividans, a excepción 
del codón de inicio de la traducción, fue amplificada mediante una reacción de PCR con 
los oligonucleótidos cebadores CssRHisFw y CssRHisRv2. A continuación el 
fragmento de PCR fue clonado en el vector pGEMT-easy y secuenciado. 
Posteriormente, el fragmento fue clonado en el vector pET28a, mediante los sitios de 
corte BamHI y HindIII. La expresión de los genes introducidos en el vector pET28a 
queda controlada bajo el promotor T7 inducible por IPTG y la proteína expresada 
presenta en su extremo amino terminal una cola de 6 histidinas. El plásmido resultante 




 Inducción del cultivo y expresión del gen. 
 
Con el fin de optimizar la expresión del gen cssR, se realizaron pruebas de 
inducción a distintas temperaturas. En todos los casos los cultivos bacterianos se 
crecieron en medio LB hasta alcanzar una DO600 de 0,5, añadiendo en este momento 





crecidos durante 4 horas a 30 o 37 ºC, y toda la noche en el caso del cultivo crecido a 16 
ºC. Se tomó una muestra de cada cultivo y se analizó posteriormente en geles de 
poliacrilamida (Figura 27A). Las predicciones informáticas apuntan a que CssR es una  
proteína citosólica, ya que no presenta hélices transmembrana ni péptido señal, por 
tanto en el gel analizamos un extracto total de las células del cultivo, descartando el 
sobrenadante del mismo. Como control negativo se utilizó una bacteria con el plásmido 
pET28a sin ningún inserto, crecida a 37 ºC, donde no aparece ninguna banda 
correspondiente a la proteína CssR, que por predicción informática es de 28,5 KDa. En 
la muestra correspondiente al cultivo de la bacteria conteniendo el plásmido pRHIS 
antes de llevar a cabo la inducción tampoco se observa una banda que pudiese 
corresponderse con CssR. Sin embargo tras inducir el cultivo se identifica claramente la 
proteína a todas las temperaturas. Además, parece que la cantidad de proteína obtenida 
aumenta al aumentar la temperatura de crecimiento. Para asegurarnos de que las bandas 
observadas se correspondían realmente con CssR realizamos un análisis de detección de 
tipo Western con anticuerpos policlonales anti-6xHis, de forma que sólo obtendremos 
señal en los casos en los que haya proteína con una cola de 6 histidinas presente. Se 
confirma que ni en el cultivo correspondiente al control negativo ni en el cultivo de 
bacterias con el plásmido pRHIS antes de la inducción se observa  la proteína CssR, 
mientras que en las muestras pertenecientes a los cultivos inducidos a todas las 
temperaturas obtenemos reacción con el anticuerpo (Figura 27B). Finalmente, se 
seleccionó una temperatura de inducción de los cultivos de 30 ºC para la purificación de 
la proteína ya que es la temperatura normal de crecimiento de Streptomyces y 









Figura 27. Pruebas de inducción de la expresión de CssR a distintas temperaturas. A. 
SDS-PAGE 12% con el extracto total de proteínas obtenido antes y después de la inducción de 
los cultivos con IPTG. La flecha indica la banda que coincide con el tamaño predicho de CssR. 
El marcador de peso molecular se encuentra señalado en el lado izquierdo del gel. La 
visualización de las proteínas se realizó mediante tinción con Coomasie. B. Detección de tipo 
Western con anticuerpos policlonales anti-6xHis a distintas temperaturas de crecimiento del 










 Purificación de CssR en columna con resina de afinidad metálica. 
 
Tras fijar las condiciones de expresión de cssR se realizó la inducción de un cultivo 
de 1 litro a 30 ºC. Se volvió a comprobar mediante un gel de poliacrilamida que la 
síntesis de la proteína tenía lugar (Figura 28), así como la fracción celular en la que se 
encontraba una vez realizada la lisis celular mediante la aplicación de presión elevada. 
La mayoría de CssR se observó en la primera fracción insoluble, correspondiente a los 
restos celulares obtenidos después de una primera centrigufación de la muestra. En la 
segunda fracción insoluble, la cual se recogió tras una segunda centrifugación, la 
cantidad de proteína detectada era inferior. En la fracción soluble, equivalente al citosol 
de la célula, observamos la banda correspondiente a CssR  aunque con menor intensidad 
que la presente en la fracción insoluble. Aún así, la purificación de la proteína de interés 
se llevó a cabo con la fracción soluble y ésta se aplicó a una columna con resina de 
afinidad metálica de cobalto, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante para 
la purificación de proteínas en condiciones no desnaturalizantes (apartado 8.8 de 
Materiales y Métodos). El líquido eluido tras la aplicación de la muestra contiene las 
proteínas que no se han unido a la matriz de afinidad puesto que carecen de la cola de 6 
histidinas. En esta fracción está ausente CssR, por tanto su unión a la resina fue 
eficiente. Posteriormente, se realizaron dos lavados para eliminar las posibles proteínas 
que hubiesen quedado retenidas por la matriz de forma inespecífica. Por último, CssR se 
eluyó de la columna con un tampón conteniendo imidazol al 1%, el se une a los iones 
metálicos de la matriz desplazando a la proteína y permitiendo su salida de la columna. 
La mayoría de la proteína se observó en las dos primeras fracciones de elución (Figura 
28). Todas las fracciones eluidas fueron dializadas para eliminar el imidazol y la 
concentración de proteína presente en ellas fue cuantificada. En las dos primeras 
obtuvimos una concentración de proteína de alrededor de 3g/l, las restantes fueron 












Figura 28. SDS-PAGE 12% de las fracciones de purificación de CssR. La fracción insoluble 
representa los restos celulares. La fracción soluble corresponde al citosol. Los lavados (1-2) se 
realizaron con 0,05% y 0,1% de imidazol respectivamente, y la fracción eluida (1-6) con 







5.2. Comprobación de las posibles dianas moleculares de CssR 
mediante ensayos de retardo en gel. 
 
Con el fin de conocer si CssR regulaba de forma directa los genes que codifican las 
proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2, y si además existía auto-regulación del operón como 
previamente se había descrito en B. subtilis (Darmon y col., 2002) y E. coli (Raivio y 
col., 1999), se realizó un ensayo de retardo en gel o EMSA (Electrophoretic Mobility 
Shift Assay), que permite comprobar in vitro si existen o no uniones entre las proteínas y 
el ADN.  
Se amplificaron por PCR fragmentos de entre 230 pb y 360 pb según los casos, 
abarcando las posibles regiones reguladoras de los genes de interés. Para la 
amplificación de la posible región reguladora de cssR se emplearon los oligonucleótidos 
cebadores CssRpromFw y CssRpromRv, para la de htrB los cebadores htrB_Fw2 y 
htrBpromRv, para la de htrA1 los cebadores 2171promFw y 2171promRv, y para la de 
htrA2 los cebadores 5149promFw y 5149promRv. Adicionalmente se amplificó, con los 
cebadores S/U 3,4d y PR3,4r (ver Tabla 7), la región reguladora del gen degU, 
empleada para la construcción de la cepa S. coelicolor M28 (Rozas y col., 2012), como 
control negativo del experimento. 
Con el fin de poner a punto las condiciones del ensayo de retardo en gel llevamos a 
cabo ensayos previos con las regiones seleccionadas correspondientes a los genes htrB y 
de degU. Se ensayó la unión del regulador al ADN a 25 ºC y a 37 ºC, tanto fosforilado 
como sin fosforilar. La fosforilación del regulador se realizó in vitro con acetilfosfato, 
un fosfodonador de bajo peso molecular capaz de fosforilar el residuo de aspartato de 
los reguladores de respuesta (Lukat y col., 1992; McCleary y col., 1996) (ver apartado 9 
de Materiales y Métodos). Para estos ensayos de unión se emplearon 6 g de proteína y 
150 ng de ADN aproximadamente. Las muestras se cargaron en un gel no 
desnaturalizante de 6% de acrilamida, el cual se tiñó posteriormente con bromuro de 
etidio para su revelado. Los resultados mostraron que la unión entre CssR y el ADN no 
se producía a 25 ºC independientemente de si el regulador se encontraba fosforilado o 
no, ya que no se observó diferencia en la migración de las bandas de ADN en presencia 
o en ausencia de proteína (Figura 29A). Sin embargo, a 37 ºC observamos un retraso en 
la migración del ADN en presencia de proteína, y por tanto una unión del regulador a la 





regulador fosforilado (Figura 29B). Este resultado es coherente con el hecho de que in 
vivo la forma activa del regulador, y por tanto la que es capaz de unirse al ADN, es 
aquella que se encuentra fosforilada. En ningún caso observamos retardo en la 
migración del fragmento correspondiente al control negativo del experimento.  
 
Figura 29. Ensayos previos de retardo en gel. A. Ensayo de unión a 25ºC en presencia (+) o 
ausencia (-) de proteína sin fosforilar (A.1) y fosforilada (A.2), para las regiones seleccionadas  
como posibles regiones reguladoras de los genes htrB (PhtrB) y degU (PdegU). B. Ensayo de 
unión a 37ºC en presencia (+) o ausencia (-) de proteína sin fosforilar (B.1) y fosforilada (B.2), 
para las posibles regiones reguladoras seleccionadas de los genes htrB (PhtrB) y degU (PdegU). 
 
Adicionalmente se realizó el ensayo de unión del ADN de todas las regiones 
seleccionadas con cantidades crecientes de proteína fosforilada, En un primer momento 
no se observó retardo en la migración de las regiones de ADN ensayadas 
correspondientes a htrA1 y htrA2 (datos no mostrados), así que se decidió ampliar la 
zona a ensayar, esta vez amplificando unas 550 pb en total con los oligonucleótidos 
cebadores 2171prom500Fw y 2171promRv para htrA1 y el par de cebadores 






Figura 30. Ensayos de retardo en gel con cantidades crecientes de regulador fosforilado. 
Se han ensayado posibles regiones reguladoras de los genes cssR (PcssR), htrB (PhtrB), htrA1 
(PhtrA1), htrA2 (PhtrA2) y degU (PdegU). El símbolo (-) indica la incubación del ADN en 
ausencia de proteína. Se indican las cantidades crecientes de proteína fosforilada utilizadas. 
 
 
Los resultados indican que hay una unión muy eficiente de CssR por la región 
escogida correspondiente al gen htrB, mientras que el regulador se une de forma menos 
eficaz a su propia región reguladora, y a las regiones seleccionadas de los genes de las 
proteasas htrA1 y htrA2. No se produce retraso en la migración de la región empleada 
como control negativo (Figura 30). Así pues, los resultados indican que CssR podría 
ejercer una regulación directa, al menos, en los genes de las tres proteasas y al inicio de 








5.3. Ensayos de protección del ADN a la digestión por DNasaI. 
 
 
Tras determinar las regiones de ADN por las cuales CssR presenta afinidad, se 
decidió definir la secuencia del motivo de unión del regulador al ADN. Para ello 
llevamos a cabo un ensayo de protección del ADN a la digestión por DNasaI, 
empleando como fragmento a ensayar el que precede al gen htrB (PhtrB), ya que es al 
que el regulador se une de forma más eficiente. Los ensayos de protección a DNasaI se 
basan en la digestión del ADN que no queda protegido tras la unión de la proteína al 
mismo. 
 
La reacción de digestión con DNasaI se realizó tal y como se indica en el apartado 
10 de Materiales y Métodos, y como se ha esquematizado en la Figura 31. Tras el 
ensayo, el ADN digerido se clonó en el vector pUC19 y la reacción de ligación fue 
transformada en células de E. coli. Se obtuvieron 30 colonias, cuyos plásmidos fueron 
secuenciados. De entre ellos, 14 contenían pequeños fragmentos correspondientes a la 
región ensayada, el resto no presentaban ningún inserto. La población de fragmentos 
encontrada era de longitud variable y pertenecía a diversas zonas de esa región. 
Agrupando las secuencias que pertenecían a una misma zona dentro del fragmento 
ensayado se acotaron secuencias comunes de 17 nt para cada una de ellas, 







Figura 31. Esquematización del procedimiento llevado a cabo para la realización del 
ensayo de protección de la digestión a la DNasaI. Tras la reacción de unión del regulador a la 
presunta región promotora de htrB se digiere el ADN no protegido con DNasaI. Los fragmentos 





Posteriormente se realizaron búsquedas, mediante el soporte informático MEME de 
motivos conservados. Se enfrentó la secuencia de la región R1 con las secuencias 
reguladoras ensayadas en los geles de retardo (PcssR, PhtrB, PhtrA1 y PhtrA2), 
descartando los motivos con menos de 4 nucleótidos o que contuviesen muchas G y C, 
ya que el genoma de Streptomyces es rico en estas dos pares de bases y podría dar lugar 





Figura 32. Secuencia consenso de unión de la proteína CssR al ADN. A. Representación 
gráfica de la secuencia consenso de unión de la proteína CssR al ADN resultante de la búsqueda 
de motivos conservados utilizando el programa MEME.  En el eje de abscisas se señala la 
posición de cada nucleótido en la secuencia y el eje de ordenadas indica la probabilidad de 
aparición de cada nucleótido expresada en bits, correspondiendo el 2 al 100% de probabilidad 
de aparición. B.  Localización de la secuencia consenso (en amarillo) en las regiones 









Generalmente los nucleótidos conservados dentro de un motivo de unión de un 
elemento regulador a una secuencia de ADN oscilan entre 5 y 10, aunque la secuencia 
que queda protegida por la unión de la proteína sea mucho mayor (Janky y van Helden, 
2008). La secuencia obtenida en este caso contiene 7 nucleótidos conservados y dos 
posiciones variables entre dos nucleótidos (Figura 32). Por otra parte, se ha localizado 
este posible motivo de unión de la proteína en todas las regiones reguladoras que fueron 
ensayadas, confirmando la unión de CssR a las mismas. Además, en el caso de las 
regiones reguladoras de los genes htrA1 y htrA2, esta secuencia no se encuentra en la 
primera región que fue ensayada en los geles de retardo, sino que aparece en la segunda 
región reguladora ensayada de mayor tamaño, y con la cual se observó la retención del 












1. Implicación del sistema de dos componentes CssR-CssS en 
la respuesta al estrés por secreción de Streptomyces lividans 
 
El transporte eficiente de las proteínas desde su lugar de síntesis hasta su 
localización funcional es un proceso fundamental para todas las células. En las bacterias 
Gram-positivas la mayoría de las proteínas que son transportadas a través de la 
membrana citoplasmática se liberan a la interfase entre la membrana y la pared celular 
de forma no plegada. Resulta imprescindible para la viabilidad de la célula que éstas 
proteínas no bloqueen la maquinaría de secreción, interactúen de forma inespecífica con 
la pared celular o formen agregados insolubles. A pesar de las características intrínsecas 
de la secuencia de cada proteína que favorecen su plegamiento, y de otros factores de 
plegamiento como las peptidil-prolil-cis/trans-isomerasas o las proteínas formadoras de 
puentes disulfuro, las proteínas de secreción pueden plegarse de forma incorrecta, 
especialmente en condiciones de sobreproducción de las mismas. Por ello no es de 
extrañar que existan sistemas de control de la calidad que eliminen las proteínas 
incorrectamente plegadas, cobrando una mayor relevancia en aquellas bacterias 
productoras de forma natural de gran cantidad de proteínas de secreción, como es el 
caso de Streptomyces lividans. 
En Bacillus subtilis, una bacteria de importancia industrial para la producción de 
enzimas y compuestos biofarmacéuticos se ha descrito que el sistema de dos 
componentes CssR-CssS y las proteasas HtrA y HtrB cuyos genes se encuentran 
regulados por el mismo, están implicados en el control de la calidad de las proteínas, 
tanto homólogas como heterólogas, secretadas al exterior celular (Westers y col., 2006). 
La importancia de este sistema también ha sido descrita en Lactococcus lactis, 
organismo empleado como productor de proteínas recombinantes de uso terapéutico, 
donde la presencia de una proteasa de tipo HtrA es necesaria para la secreción eficiente 
de las proteínas de interés (Sriraman y Jayaraman, 2008). Por tanto, la identificación y 
caracterización de un sistema homólogo en Streptomyces lividans, bacteria secretora 







En este trabajo se ha identificado un sistema de dos componentes y tres proteasas 
que parecen estar implicados en la eliminación de proteínas extracelulares mal plegadas 
en S. lividans. De entre los 24 sistemas de dos componentes en Streptomyces que tenían 
homología con los sistemas CssR-CssS de B. subtilis y CpxR-CpxA de E. coli, 
estudiamos transcripcionalmente tres como principales candidatos. Dos de ellos 
(SLI5283-SLI5282 y SLI2142-SLI2143) eran los que mayor grado de homología 
presentaban respecto a los sistemas de dos componentes de B. subtilis y E. coli, y el 
tercero (SLI4156-SLI4155) fue escogido por ser el único con un gen adyacente que 
determina la síntesis de una posible proteasa de tipo HtrA. Esta organización 
cromosómica es similar a la presente en el operón cssR-cssS de B. subtilis. 
La expresión de los sistemas de dos componentes seleccionados fue analizada por 
PCR cuantitativa en tiempo real en condiciones de estrés por secreción, en la cepa S. 
lividans TK21 (pAMI11), en la cual se sobreproduce alfa-amilasa, una proteína que es 
secretada a través de la ruta Sec de forma no plegada (Palomino y Mellado, 2008). 
Únicamente el par de genes SLI4156-SLI4155 resultó estar regulado positivamente en 
esta condición, mientras que la expresión de los otros dos no sufrió cambios, sugiriendo 
que el par de genes SLI4156-SLI4155 es el que se encuentra implicado en la respuesta 
al estrés por secreción en S. lividans. Por otra parte, las deficiencias en el regulador o el 
sensor del sistema provocaron un acúmulo de proteína incorrectamente plegada y una 
bajada significativa en la cantidad de alfa-amilasa activa presente en los sobrenadantes 
del cultivo, reforzando la idea de que el par de genes seleccionado forma parte de la 
maquinaria celular dedicada al control de calidad de las proteínas secretadas en S. 
lividans. 
Adicionalmente, la transcripción de los genes correspondientes al sistema de dos 
componentes y las proteasas seleccionadas resultó estar regulada positivamente en la 
cepa S. coelicolor M28, la cual sobreproduce el regulador DegU y en la cual tiene lugar 
una sobre-expresión generalizada de las proteínas mayoritarias de secreción en 
Streptomyces (Rozas y col., 2012). Por otro lado, la estirpe S. lividans lsp es deficiente 
en la peptidasa señal tipo II Lsp, la cual procesa la peptidil-prolil-cis/trans-isomerasa de 
tipo FKBP necesaria para garantizar el correcto plegamiento de las proteínas de 
secreción. En esta cepa se ha demostrado mediante PCR cuantitativa en tiempo real que 





htrA2 (Gullón S, Arranz E.I.G., y Mellado R.P. en prensa) debido a la acumulación de 
proteínas incorrectamente plegadas.  
Se puede concluir que los genes seleccionados no solamente participan en la 
respuesta al estrés por secreción debido a la sobreproducción de alfa-amilasa, si no que 
también están implicados en el estrés debido a la acumulación generalizada de proteína 
incorrectamente plegada incluso en otras estirpes de Streptomyces distintas a S. lividans. 
Sin embargo, cuando se produce una situación de sobreproducción de proteína 
correctamente plegada, como agarasa cuya secreción tiene lugar principalmente por la 
ruta Tat de forma plegada (Parro y Mellado, 1994; Widdick y col., 2006), no se observa 
activación transcripcional de ninguno de los genes que codifica al sistema de dos 
componentes o a las proteasas de tipo HtrA, y las deficiencias en el regulador o el 
sensor del sistema no afectan a la secreción de la proteína agarasa; de forma que el 
acúmulo de proteína correctamente plegada en el exterior celular no es capaz activar la 
respuesta al estrés por secreción. 
Los estudios transcripcionales por PCR cuantitativa en tiempo real de las estirpes 
deficientes en el regulador (S. lividans cssR) y el sensor (S. lividans cssS) del sistema 
de dos componentes, donde los niveles de expresión de los genes de las tres proteasas 
de tipo HtrA se encuentran disminuidos, así como los análisis llevados a cabo en las 
mismas cepas sobreproduciendo alfa-amilasa donde no se produce activación 
transcripcional ni de los genes del sistema de dos componentes ni de los que codifican 
las proteasas de tipo HtrA (datos no mostrados), indican que es necesaria la presencia 
tanto del regulador como del sensor del sistema para poder inducir la respuesta al estrés 
por secreción, y que la activación transcripcional de los genes htrB, htrA1 y htrA2 es 
dependiente de CssR-CssS. 
Al igual que en el caso de los sistemas equivalentes de E. coli y B. subtilis 
(Pogliano y col., 1997; Darmon y col., 2002) el sistema CssR-CssS de S. lividans parece 
que forma una única unidad transcripcional, no solamente porque ambos genes solapan 
4 nucleótidos, sino también porque los estudios transcripcionales mostraron un efecto 
polar sobre la expresión del segundo gen del operón (cssS) en la estirpe deficiente en 
CssR (S. lividans cssR). Este efecto polar podría explicar que en la cepa S. lividans 
cssR la transcripción de los genes de las proteasas seleccionadas se encontrase 
regulada más negativamente que en la estirpe S. lividans cssS. El hecho de que los 





encontrasen muy disminuidos respecto a la cepa silvestre apunta a que en S. lividans 
TK21 los niveles de expresión del sistema de dos componentes son bajos en 
condiciones normales, como ocurre en B. subtilis (Darmon y col., 2002), y que por tanto 
es necesario provocar una situación de estrés, como es el caso de la sobreproducción de 
alfa-amilasa, para que la inducción del sistema CssR-CssS tenga lugar. 
 
 
2. Regulación del sistema de dos componentes CssR-CssS y de 
las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2. 
 
En Escherichia coli se ha demostrado que el sistema CpxR-CpxA, así como la 
proteasa de tipo HtrA DegP se encuentran regulados de forma estricta a varios niveles. 
En condiciones normales el represor CpxP impide la activación de la respuesta mediada 
por CpxR-CpxA mediante su unión al sensor CpxA. La aparición de proteínas 
incorrectamente plegadas provoca la degradación de CpxP mediante la acción de la 
proteasa DegP, permitiendo la activación del sistema de dos componentes CpxR-CpxA 
(Daniel y col., 2005). Cuando la condición de estrés cesa, la propia DegP se auto-
digiere con el fin de reducir sus niveles cuando su actividad proteasa ya no es requerida 
(Jomaa y col., 2009). Este mecanismo es necesario para controlar la activación de la 
respuesta, debido a que CpxR actúa regulando positivamente la transcripción del operón 
cpxR-cpxA y la de la proteasa DegP (Raivio y col., 1999; Danese y col., 1995). 
Por otra parte, en B. subtilis al igual que en el caso de E. coli, CssR regula 
positivamente al operón cssR-cssS (Darmon y col., 2002) y además activa la 
transcripción de los genes htrA y htrB (Lulko y col., 2007), no habiéndose descrito por 
el momento un regulador negativo para este sistema. 
 
La purificación del regulador identificado en S. lividans y los ensayos de retardo en 
gel llevados a cabo nos han permitido determinar que CssR es capaz de unirse a las 
regiones que preceden a la región codificante de los genes que determinan la síntesis de 
las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2, así como a la que se encuentra por delante del 
operón cssR-cssS. Estos resultados junto con los obtenidos por análisis transcripcional 





expresión de los genes htrB, htrA1 y htrA2 se encuentra regulada negativamente, nos 
permiten inferir que CssR actúa regulando positivamente la transcripción de los genes 
que codifican las tres proteasas seleccionadas, así como auto-regulando su propio 
operón. Por otra parte, el ensayo de protección del ADN a la digestión de la DNasa I 
nos permitió identificar la secuencia consenso C(CG)AGCT(GT)CG como posible 
diana de unión de CssR al ADN. Esta secuencia se encuentra presente en todos aquellos 
fragmentos de ADN cuya migración se retrasó en los ensayos de retardo en gel, 
confirmando que los genes htrB, htrA1, htrA2 y el operón cssR-cssS constituyen dianas 
de regulación del regulador CssR.  
 
 Figura 33. Modelo propuesto de activación de la respuesta al estrés por secreción en S. 
lividans. La acumulación de proteína mal plegada actuaría como señal para la activación de 
CssS y CssR. El regulador induciría la transcripción de los genes implicados en la respuesta al 
estrés por secreción. Finalmente las proteasas de tipo HtrA eliminarían la proteína mal plegada. 
 
Los resultados obtenidos por PCR cuantitativa en tiempo real y por ensayos de 
retardo en gel, nos permiten proponer un modelo de activación de la respuesta al estrés 
por secreción en S. lividans donde la acumulación de proteína incorrectamente plegada 
sería sentida por el sensor CssS, el cual llevaría a cabo la transducción de la señal 
mediante la activación por fosforilación del regulador CssR que a su vez actuaría 
regulando positivamente la transcripción del operón cssR-cssS, y de los genes htrB, 





membrana para HtrB y HtrA2 y el exterior celular para HtrA1 por los datos obtenidos 
en las predicciones informáticas, actuarían degradando las proteínas mal plegadas 
(Figura 33). 
 
Adicionalmente, se realizó una búsqueda informática de posibles proteínas 
homólogas a CpxP de E. coli que fuesen capaces de regular negativamente el sistema de 
dos componentes CssR-CssS en S. lividans. Llevamos a cabo un alineamiento por 
homología de secuencias pero no identificamos ninguna proteína homóloga a CpxP en 
Streptomyces. Todo indica que la regulación negativa del sistema, en caso de que exista, 
no parece producirse mediante un regulador homólogo a CpxP en el caso de S. lividans. 
 
 
3. Importancia de las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2 en la 
respuesta al estrés por secreción de Streptomyces lividans. 
 
Se ha demostrado que las proteasas de tipo HtrA forman parte de la respuesta al 
estrés por secreción en diversas bacterias Gram-positivas (Smeds y col., 1998; Poquet y 
col., 2000; Díaz-Torres y Russell, 2001; Foucaud-Scheuneman y Poquet, 2003). En B. 
subtilis, se ha descrito la existencia de dos genes que codifican proteínas de tipo HtrA, 
cuya expresión aumenta en presencia de proteínas de secreción incorrectamente 
plegadas gracias a la regulación positiva de su transcripción por parte del sistema de dos 
componentes CssR-CssS ante una situación de estrés asociado a la sobreproducción de 
proteínas extracelulares como alfa-amilasa (Hyyryläinen y col., 2001; Darmon y col., 
2002; Hyyryläinen y col., 2005). 
 
Este trabajo ha permitido, mediante estudios transcripcionales por PCR cuantitativa 
en tiempo real en condiciones de estrés por secreción en la estirpe S. lividans TK21 
(pAMI11), la identificación de tres proteasas de tipo HtrA implicadas en la respuesta a 
este estrés en S. lividans. Así mismo, los análisis transcripcionales de las estirpes 
deficientes en cssR y cssS nos han permitido establecer que la activación transcripcional 
de los genes que codifican las tres proteasas se produce de una manera dependiente del 
sistema de dos componentes CssR-CssS, al igual que ocurre en otros organismos 





ensayos de retardo en gel con el regulador CssR fosforilado, donde se detectó que el 
regulador era capaz de unirse a las regiones reguladoras de los genes que codifican las 
tres proteasas de tipo HtrA. Por otra parte los ensayos de detección de tipo Western con 
anticuerpos anti-AmlB, así como los ensayos de actividad alfa-amilasa en las estirpes 
deficientes en cada uno de los genes correspondientes a las proteasas apuntan a la 
necesidad de una acción conjunta de las tres proteasas de tipo HtrA para que se lleve a 
cabo su función proteolítica de forma correcta. Por el contrario en B. subtilis la 
deficiencia en una de las proteasas de tipo HtrA se ve compensada por un aumento en la 
expresión de la otra (Noone y col., 2001; Antelmann y col., 2003). 
Es la primera vez que se describe la existencia en bacterias de tres genes que 
codifican proteasas de tipo HtrA cuya acción conjunta parece ser necesaria y su 
expresión está controlada por un sistema de dos componentes tipo CssR-CssS. S. 
lividans posee un sistema de secreción muy eficiente, es por ello que incluso en estirpes 
deficientes en elementos importantes para la secreción como S. lividans SipY (Palacín y 
col., 2002), que carece de la peptidasa señal mayoritaria, o S. lividans SecG (Palomino y 
Mellado, 2008), deficiente en la proteína SecG del translocón de la ruta de secreción 
Sec, la bacteria es capaz de secretar la proteína de interés de forma efectiva aunque con 
un retraso en el tiempo respecto a la cepa silvestre. De hecho, la estirpe S. lividans SipY 
es capaz de acumular mayor cantidad de la proteína sobreproducida de forma estable en 
el exterior celular debido a que la falta de la peptidasa señal mayoritaria impide la 
aparición de proteasas extracelulares en el sobrenadante del cultivo (Palacín y col., 
2002). En consecuencia, S. lividans necesita controlar cuidadosamente sus eficientes 
sistemas de secreción y de control de calidad de las proteínas secretadas para evitar que 
las proteínas incorrectamente plegadas interfieran con la maquinaria de secreción. Así 
pues la célula debe usar medios eficaces para asegurar que únicamente las proteínas 
correctamente plegadas y conformacionalmente activas alcanzan el espacio extracelular, 
donde su función es fundamental para la supervivencia de la bacteria en su hábitat 
natural. Así pues, bacterias del suelo como S. lividans, adaptadas a vivir en un medio 
natural hostil, han debido desarrollar ésta capacidad al máximo, siendo coherente que 
presenten varias proteasas inducibles en respuesta a un estrés por acumulación de 
proteínas incorrectamente plegadas.  
No resulta sorprendente que la proteína alfa-amilasa se detecte en su forma madura 
a tiempos tempranos de crecimiento en los sobrenadantes de los cultivos de todas las 





regulador o el sensor del sistema de dos componentes, o en alguna de las tres proteasas, 
se reduce de forma importante la cantidad de alfa-amilasa activa. En los ensayos de 
detección de tipo Western la banda correspondiente a la alfa-amilasa madura en estas 
estirpes deficientes se observa a lo largo del tiempo junto con posibles bandas de 
degradación de tamaños discretos de la proteína. Así pues podemos suponer que la 
mayoría de la alfa-amilasa madura presente en los sobrenadantes de las estirpes 
deficientes en el regulador o el sensor del sistema o en alguna de las tres proteasas de 
tipo HtrA, debe ser proteína mal plegada acumulada, que únicamente se ha podido 
degradar de forma parcial por proteasas extracelulares inespecíficas, hecho que no 
ocurre en la cepa silvestre donde la alfa-amilasa madura ya no se encuentra presente en 
los sobrenadantes tras las 36 h de crecimiento del cultivo y donde no aparecen las 
bandas de degradación, presumiblemente porque las proteasas específicas de tipo HtrA 
han actuado eficazmente, degradando de forma rápida la alfa-amilasa que pudiese 
encontrarse de forma incorrectamente plegada. 
 Es posible que cuando el sistema de calidad CssR-CssS no funciona de forma 
correcta se produzca un acúmulo de proteína mal plegada debido a que las proteasas de 
tipo HtrA relacionadas con el sistema no se encuentran funcionales, y que por tanto las 
proteasas extracelulares inespecíficas actúen degradando en cortes discretos la proteína 
incorrectamente plegada, aunque de forma menos eficaz que las del sistema de calidad 
CssR-CssS. 
El hecho de que la sobreproducción de cualquiera de las proteasas de tipo HtrA en 
la cepa silvestre produzca un efecto negativo en la cantidad de la proteína alfa-amilasa 
funcional presente en los sobrenadantes está en concordancia con la necesidad de 
regular de forma estricta la respuesta al estrés por secreción. Es factible que la 
introducción de un plásmido multicopia que contenga el gen de una de las proteasas de 
tipo HtrA pueda descompensar la acción de las mismas y afectar al correcto 
funcionamiento de su actividad proteolítica, pudiendo llegar a afectar incluso a la 
proteína bien plegada. En B. subtilis se ha postulado la posibilidad de que el mayor 
estímulo para la activación del sistema CssR-CssS podrían ser las proteínas que se 
encuentran translocadas pero sin haber sido todavía liberadas al medio, pudiendo verse 
afectada por las proteasas de tipo HtrA la proteína de interés en condiciones de 
sobreproducción sin necesidad de encontrarse incorrectamente plegada (Westers y col., 
2006). Consecuentemente es posible que un exceso de cualquiera de las proteasas de 





como hemos observado en las cepa S. lividans TK21 (pAMI11)/(pFDB), S. lividans 
TK21 (pAMI11)/(pFDA1) o S. lividans TK21 (pAMI11)/(pFDA2). 
A pesar de ello, se ha demostrado que la presencia de estas proteasas resulta 
necesaria para la producción eficiente de proteínas (Sriraman y Jayaraman, 2008), 
siendo incluso necesaria su coexpresión junto con la proteína de interés para obtener 
una mayor cantidad y calidad del producto (Pan y col., 2003). En diversas ocasiones se 
ha determinado que los factores que mejoran o perjudican la calidad de la proteína 
secretada varían de forma dependiente de la proteína en cuestión. Un ejemplo de ello es 
la inactivación del operón CssR-CssS en B. subtilis, la cual puede provocar un efecto 
positivo o negativo en la producción de proteínas en función de la proteína de interés 
(Zweers y col., 2009). Del mismo modo, se ha demostrado que la propagación en 
multicopia del gen psrA en B. subtilis, que codifica la peptidil-prolil-cis/trans-isomerasa 
PsrA, puede provocar un efecto negativo en la secreción de determinadas proteínas 
aunque su efecto en la mayoría de los casos sea positivo (Vitikainen y col., 2005). Por 
tanto, si deseamos establecer una mejora en la calidad de la proteína secretada serían 
necesarios ensayos previos de cada proteína de interés, donde entre otros parámetros se 
ajustasen los niveles óptimos de expresión de las proteasas de tipo HtrA respecto a la 
cantidad de proteína que esperamos producir, de forma que se consiguiese eliminar toda 
la proteína incorrectamente plegada sin llegar a causar un efecto negativo en la proteína 
correctamente plegada. 
Los resultados obtenidos en los ensayos de detección de tipo Western y en los de 
determinación de la actividad alfa-amilasa en las estirpes deficientes en cada una de las 
proteasas de tipo HtrA relacionadas con la respuesta al estrés por secreción, parecen 
apuntar a la necesidad de la presencia de las tres proteasas para que la respuesta al estrés 
por secreción se produzca de forma eficiente, sugiriendo una posible acción conjunta de 
todas ellas. En base a estos hechos se puede inferir un modelo hipotético (Figura 34) en 
el que HtrA1, que carece de dominio transmembrana y presenta un supuesto péptido 
líder deducido de su secuencia, se encontraría soluble fuera de la membrana celular, de 
un modo similar a DegP de E. coli y a HtrA de B. subtilis en su forma escindida. En este 
modelo HtrA1 actuaría como presunta chaperona, uniéndose a las proteínas de 
secreción incorrectamente plegadas, probablemente mediante su dominio PDZ, y 
transportándola hacia HtrB y HtrA2, los cuales podrían estar formando heterodímeros 
anclados a la membrana citoplasmática gracias a sus dominios transmembrana, al igual 





dominio PDZ de HtrA2 provocaría un cambio conformacional en el complejo entre las 
tres proteasas, produciéndose una cavidad con los dominios proteasa de las tres 
proteínas hacia dentro de la estructura que permitiría el corte de la proteína mal plegada. 
La liberación de los péptidos resultantes provocaría el desensamblaje de las distintas 
subunidades, de forma similar a lo que ocurre con DegP (Krojer y col., 2008). 
 
 
Figura 34. Modelo propuesto de la actuación de las proteasas en condiciones de 
sobreproducción de proteínas de secreción. HtrA1 soluble reconocería la proteína mal 
plegada en el exterior de la membrana citoplasmática, mientras que HtrB y HtrA2 se 
encontrarían unidas a la membrana formando heterodímeros. La unión del complejo HtrA1-
proteína al heterodímero HtrB-HtrA2 mediante los dominios PDZ permitiría la formación de 
una estructura capaz de cortar la proteína mal plegada. 
 
 
Como ha sido comentado a lo largo de la discusión de este trabajo, en bacterias 
con una alta eficiencia de secreción, como es el caso de S. lividans los elementos 
implicados en el control de la calidad de las proteínas de secreción tienen un importante 
papel fisiológico para la supervivencia de la célula, evitando que la acumulación de 
proteínas incorrectamente plegadas en condiciones de sobreproducción de las mismas 
pueda resultar perjudicial para la propia maquinaria de secreción. La presencia de hasta 
tres proteasas de tipo HtrA cuya acción parecer ser necesaria de forma conjunta resulta 
coherente en un organismo con un aparato de secreción eficiente como S. lividans. Es 






importancia para la viabilidad celular y para la mejor utilización a nivel industrial de 
esta bacteria en la sobreproducción de proteínas extracelulares siendo esta es la línea 











1.- En condiciones de sobreproducción de alfa-amilasa en Streptomyces lividans se 
induce la activación transcripcional de los genes que determinan la síntesis del sistema 
de dos componentes SLI4156-SLI4155 (CssR-CssS) y de las proteasas SLI4157 (HtrB), 
SLI2171 (HtrA1) y SLI5149 (HtrA2), directamente implicadas en la respuesta al estrés 
por secreción de la bacteria.  
 
2.- La sobreproducción generalizada de proteínas de secreción en la estirpe 
Streptomyces coelicolor M28 induce la activación transcripcional de los genes que 
determinan la síntesis del sistema de dos componentes CssR-CssS y de las proteasas 
HtrB, HtrA1 y HtrA2, sugiriendo la universalidad de la presencia de estos genes en las 
bacterias del género Streptomyces. 
 
3.- En condiciones de sobreproducción de agarasa, secretada principalmente de forma 
correctamente plegada por la ruta Tat, no tiene lugar la activación transcripcional del 
operón cssR-cssS ni de los genes que codifican las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2, 
indicando que la sobreproducción de proteína correctamente plegada no induce la 
respuesta celular conocida como estrés por secreción. 
 
4.- La disrupción por inserción del gen cssR provoca una regulación negativa de cssS, 
indicando la existencia de un efecto polar de la expresión del gen que determina la 
síntesis del regulador sobre el gen del sensor en el sistema de dos componentes,  
confirmando que estos los genes forman una unidad transcripcional. 
 
5.- Mutaciones en los genes cssR o cssS causan un descenso en el nivel relativo de 
transcripción de los genes que codifican las proteasas HtrB, HtrA1 y HtrA2, 
confirmando que el sistema de dos componentes CssR-CssS regula la expresión de los 
genes htrB, htrA1 y htrA2. 
 
6.-  En condiciones de sobreproducción de alfa-amilasa la disrupción de los genes cssR 
o cssS causa la acumulación de alfa-amilasa no funcional, presuntamente 
incorrectamente plegada, en el exterior celular, confirmando que el sistema de dos 






7.- En condiciones de sobreproducción de alfa-amilasa la mutación de cualquiera de los 
genes htrB, htrA1 o htrA2 provoca la acumulación de alfa-amilasa no funcional y 
fragmentada en el exterior celular, descartando la posible existencia de efectos 
compensatorios entre las proteasas, como ocurre en otras bacterias, y  sugiriendo una 
necesaria acción conjunta de todas ellas para su efectivo funcionamiento.  
 
8.- En condiciones de sobreproducción de alfa-amilasa la descompensación en el 
número de copias por sobreproducción de cualquiera de las tres proteasas HtrB, HtrA1 
o HtrA2  resulta en una disminución de la cantidad de alfa-amilasa funcional presente 
en los sobrenadantes del cultivo bacteriano, sugiriendo la posible necesidad de una 
relativa proporción en el número de copias de las tres proteasas para ejercer su función 
proteolítica de forma efectiva. 
 
9.- El regulador CssR fosforilado es capaz de unirse a las regiones reguladoras del 
operón cssR-cssS y de los genes htrB, htrA1 y htrA2 retardando la migración 
electroforética de los correspondientes fragmentos de ADN que contienen esas regiones.   
El análisis de las correspondientes secuencias de ADN protegidas por CssRP de la 
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Abstract
Background: Misfolded proteins accumulating outside the bacterial cytoplasmic membrane can interfere with the secretory
machinery, hence the existence of quality factors to eliminate these misfolded proteins is of capital importance in bacteria
that are efficient producers of secretory proteins. These bacteria normally use a specific two-component system to respond
to the stress produced by the accumulation of the misfolded proteins, by activating the expression of HtrA-like proteases to
specifically eliminate the incorrectly folded proteins.
Methodology/Principal Findings: Overproduction of alpha-amylase in S. lividans causing secretion stress permitted the
identification of a two-component system (SCO4156-SCO4155) that regulates three HtrA-like proteases which appear to be
involved in secretion stress response. Mutants in each of the genes forming part of the two-genes operon that encodes the
sensor and regulator protein components accumulated misfolded proteins outside the cell, strongly suggesting the
involvement of this two-component system in the S. lividans secretion stress response.
Conclusions/Significance: To our knowledge this is the first time that a specific secretion stress response two-component
system is found to control the expression of three HtrA-like protease genes in S. lividans, a bacterium that has been
repeatedly used as a host for the synthesis of homologous and heterologous secretory proteins of industrial application.
Citation: Gullo´n S, Vicente RL, Mellado RP (2012) A Novel Two-Component System Involved in Secretion Stress Response in Streptomyces lividans. PLoS ONE 7(11):
e48987. doi:10.1371/journal.pone.0048987
Editor: Eric Cascales, Centre National de la Recherche Scientifique, Aix-Marseille Universite´, France
Received July 31, 2012; Accepted October 3, 2012; Published November 14, 2012
Copyright: ! 2012 Gullo´n et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
Funding: This work was supported by grant EGO22008 from the Spanish Ministry of Agriculture, Food and the Environment. The funders had no role in study
design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.
Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* E-mail: rpmellado@cnb.csic.es
Introduction
As in most bacteria, the Sec pathway is the main route for
secretory proteins exported across the cytoplasmic membrane in
Streptomyces bacteria [1,2]. Upon exit from the membrane translo-
case complex, the proteins must acquire a properly folded
conformation to gain full activity. Heat stress and oversynthesis
of specific secretory proteins can result in the accumulation of
misfolded proteins outside the cytoplasm [3]. The accumulation of
misfolded proteins produces cellular stress responses leading to
refolding or degradation of the abnormally folded, non-functional
proteins [4].
This secretion stress is sensed in the Gram-negative Escherichia
coli bacterium by the CpxRA two-component system and the
extra-cytoplasmic sigma factor sE [5,6]. CpxA acts as a sensor
histidine kinase that upon stimuli undergoes autophosphorylation.
The phosphorilated sensor kinase transfers this sensed information
by activating the cognate response regulator CpxR via phosphor-
ilation. Phosphorilated CpxR activates the HtrA serine protease,
which could act as a chaperone or protease, depending on the
temperature; the protease and chaperone activities of HtrA
respectively eliminate or refold unfolded proteins in the bacterial
periplasm [7].
In the Gram-positive Bacillus subtilis, bacterium secretion stress is
sensed at least by the CssRS two-component system (a homologue
of the E. coli CpxRA) [8] where CssS is the sensor histidine kinase
and CssR the response regulator. The activation of CssRS induces
the synthesis of two HtrA-like proteases, HtrA and HtrB, which
degrade misfolded proteins [8,9,10]. It has been described that
although cssS or cssR-null mutants are viable, the high level of
alpha-amylase (AmyQ) secretion results in a significant reduction
in the growth rate of the mutant strains [8]; on the other hand,
mutations in either htrA or htrB do not have a noticeable effect on
growth or secretory protein yield [11,12]. However, the absence of
HtrA leads to an increased synthesis of HtrB and vice versa [11].
In order to adapt to their natural environment, largely formed
of insoluble polymers, Streptomycetes produce and secrete large
quantities of suitable proteins [13], such as the more prevalent
hydrolytic enzymes, together with antibiotics and signalling
molecules. Streptomyces lividans, in particular, has often been used
as a host for the secretory production of homologous and
heterologous proteins [13,14,15,16,17,18], but its secretion stress
response still remains to be characterised. Misfolded secretory
proteins could accumulate outside the cytoplasm, potentially
interfering with essential bacterial cell processes, hence, the
identification and characterisation of quality control factors
involved in the elimination of misfolded proteins are of extraor-
dinary importance to optimize secretory protein production in
bacteria.
Hereby we report the identification of a novel CssRS-like two-
component system governing the expression of three HtrA-like
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proteases, HtrB, HtrA1 and HtrA2 that seem to form part of the
secretion stress response in Streptomyces lividans when alpha-amylase
is oversynthesised.
Results
Identification of the S. lividans secretion stress response
components
Based on the complete genome sequence of Streptomyces coelicolor
A3(2) [19], a known closely-related strain to Streptomyces lividans, a
search for the S. lividans homologue to the two-component system
of the B. subtilis CssRS was performed. From the several potential
equivalent systems found, the SCO4156-SCO4155 proteins,
showing 34% and 21% identical residues in stretches of 170 and
301 residues respectively to the corresponding B. subtilis counter-
parts, were selected, due to them being the only two-component
system with a gene encoding a HtrA-like protease (SCO4157)
adjacent to it, a similar chromosomal organisation to that of B.
subtilis. SCO4156-SCO4155 seems to form a unique transcrip-
tional unit where the stop codon of the potential SCO4156
transcript overlaps with the start codon of the SCO4155
transcript, a situation widely accepted as a strong suggestion of
both genes forming a single transcriptional unit, as is the case with
the equivalent B. subtilis and E. coli genes. SCO4157 shares 32%
identity with the HtrB protease of B. subtilis in a stretch of 271
residues. In a further search for the best homologues to the B.
subtilis HtrA-like protease three additional candidates were
identified: SCO2171, SCO3977 and SCO5149, with 35%, 35%
and 36% identity in stretches of 288, 297 and 284 residues,
respectively. A similar degree of identity was obtained in all cases
when the deduced amino acid sequences of the different proteins
were compared to the E. coli equivalents. Thus, the two
component system SCO4156-SCO4155 was named CssRS and
proteases SCO4157, SCO2171, SCO5149, SCO3977, were
named HtrB, HtrA1, HtrA2 and HtrA3, respectively, and
henceforth will be referred to as such.
CssS or CssR deficiencies affect the transcriptional levels
of the genes encoding the HtrA-like proteins
S. lividans DcssS and S. lividans DcssR mutant strains having
disrupted cssS or cssR genes respectively were constructed, as
indicated in Materials and Methods.
To determine if the expression of the genes encoding the
identified HtrA-like proteases were under the control of the two-
component genes operon, the synthesis of the respective mRNAs
from all the genes involved was analysed by quantitative RT-PCR
(qRT-PCR) at 24 hours of growth. The expression of cssR or cssS
was down regulated in their respective mutant strains, as expected.
Expression of htrB, htrA1 and htrA2 was also down regulated in
each of the two mutant strains (Fig. 1), strongly suggesting that the
operon encoding the two-component genes was responsible for
regulating the expression of the different protease genes. The
expression of the third potential HtrA-like gene (SCO3977)
resulted unaffected in any of the mutant strains and hence the
gene was no longer considered as forming part of the set of genes
being modulated by the two genes operon. Additionally, the
expression of the cssS gene was also down regulated in the CssR
deficient strain, whereas the expression of cssR remained unaltered
in the CssS deficient strain, thus suggesting the existence of a polar
effect of the first gene of the operon in the transcriptional level of
the downstream gene. The expression levels for the B. subtilis cssRS
equivalent operon has been reported to be naturally low [9].
Alpha-amylase overproduction induces the expression of
the cssRS operon
High-level production of alpha-amylase (AmyQ) of Bacillus
amyloliquefacies activates the CssRS two-component system in B.
subtilis [8]. To determine if CssS, CssR and the three HtrA-like
proteases were involved in the equivalent secretion stress response
in Streptomyces lividans, the pAMI11 plasmid harbouring the S.
lividans amlB gene under the control of its own promoter was
propagated in the wild type and cssS, cssR mutant strains, to
generate S. lividans TK21 (pAMI11), S. lividans DcssS (pAMI11) and
S. lividans DcssR (pAMI11), respectively. The mutant strains did not
seem to show differences in growth rate in liquid medium with that
of the wild type strain, as described in B. subtilis [8]. Overexpres-
sion of amlB in the mutant strains seemed to cause some minor
constraint in the growth rate of the mutant strains when compared
to the wild type strain equally overexpressing amlB, which is far
from what was reported for B. subtilis, and particularly in the case
of the B. subtilis CssR deficient strain oversynthesising AmyQ [8].
The expression of cssS, cssR and the three HtrA-like protease
genes was analysed by qRT-PCR in the S. lividans wild type and
the CssR and CssS deficient strains overproducing AmlB. The
results showed that all genes were induced at 24 h of growth
(Fig. 1), whereas amlB overproduction in the mutant strains was
unable to trigger induction of any of the genes (not shown), again
confirming the regulatory role of the cssRS operon on the S. lividans
secretion stress response.
AmlB is a secretory protein that is transported and secreted
outside the S. lividans cell by the Sec pathway. Proteins secreted via
the Sec route are translocated in a misfolded manner and need to
be properly folded before attaining their functional state in the
supernatant. Overproduction of misfolded proteins triggers the
induction of the CssRS two-component system and synthesis of the
specific set of HtrA-like proteases. Some specific proteins secreted
outside the cell in a fully-folded state use a minor secretion route,
the so-called Tat pathway. Therefore, when overproduced, these
proteins are unlikely to induce the CssRS system, and the S.
coelicolor agarase (DagA) has been shown to be one of the proteins
able to use the Tat route [20]. When the dagA gene was
propagated in multicopy in S. lividans (S. lividans (pAGAs5) strain),
the relative level of expression of the cssR, cssS and the three HtrA-
like encoding genes remained unaltered (not shown), thus
Figure 1. Regulation of the S. lividans secretion stress response.
Quantitative RT-PCR analyses showed that the expression of the cssS,
cssR and the three HtrA-like protease genes was upregulated in the S.
lividans wild type strain overproducing amlB, S. lividans TK21 (pAMI1),
whereas their expression resulted down regulated in the S.lividans
DcssR and S. lividans DcssS strains. The expression of cssR was not
affected in the CssS mutant strain. The values are the mean of at least
three biological replicates. Bars show standard error.
doi:10.1371/journal.pone.0048987.g001
Secretion Stress Response in Streptomyces lividans
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confirming that the likely accumulation of a misfolded secretory
protein of the Sec route, such as AmlB, was responsible for the
induction of the cssRS two genes operon and, subsequently, that of
the three genes encoding the HtrA-like proteases.
The cssS and cssR mutant strains accumulate non-
functional AmlB in the cell cultures supernatants
The synthesis and secretion of the overproduced AmlB protein
in the wild type and the CssR or CssS deficient strains were
monitored by Western blot analysis. No precursor or mature forms
of alpha-amylase were revealed by the anti-AmlB serum as
associated to the cellular fraction of the wild type or the mutant
strains, and AmlB was exclusively detected in the cultured cell
supernatants in all cases (Fig. 2), strongly suggesting that synthesis,
transport and secretion of the overproduced alpha-amylase took
place very efficiently in all the strains. No a-amylase was detected
in S. lividans TK21 (pIJ486) carried out as a control (not shown).
The observed molecular size (59 kDa) for the mature alpha-
amylase was in accordance with that predicted from the derived
amino acid sequence. The maximum level of mature AmlB
appeared at the exponential phase of growth of the wild type
bacterium, decreasing when the culture reached the stationary
phase (Fig. 2A).
The maximum level of extracellular mature enzyme was mainly
detected at the exponential phase of growth in the CssR- and
CssS-deficient strains (Fig. 2B and C), although the pattern of
degradation of the secreted alpha-amylase was different from that
of the wild type strain since degradation occurred at a much slower
pace. Basically, no net presence of mature protein was detected in
the supernatants after the stationary phase of growth, and the
degradation pattern of the secreted enzyme was very similar in
both mutant strains (Fig. 2B and C).
To investigate whether the alpha-amylase accumulated in the
supernatant of both mutant strains was properly folded, the
activity of the enzyme was measured and compared to that of the
alpha-amylase present in the supernatant of the wild type strain.
The alpha-amylase secreted in both mutant strains retained one
third of the activity of that of the wild type strain at the exponential
phase of growth, being inactive at later phases of growth (Fig. 3).
The different degradation pattern of the alpha-amylase synthesised
in the mutant strains and their considerably reduced level of
enzymatic activity is consistent with the presence of extracellular
misfolded non-active alpha-amylase in the supernatants of the
mutant strains, and strongly suggests the involvement of the CssRS
two-component system in the S. lividans secretion stress response.
Discussion
The existence of quality systems to avoid the accumulation of
misfolded proteins outside the cytoplasmic bacterial membrane is
of paramount importance, since this protein accumulation is a
major obstacle for the effective production of many secreted
homologous or heterologous proteins in Gram-positive bacteria
[3].
Figure 2. Alpha-amylase secretion pattern of S. lividans TK21
and the CssS and CssR deficient strains. Cell-associated and
extracellular amylase present in S. lividans TK21 (pAMI11) (A), S. lividans
DcssR (pAMI11) (B) and S. lividans DcssS (pAMI11) (C) at different times
of growth were analyzed by Western blotting with antibodies raised
against AmlB. The amount of protein loaded onto the gels was
corrected by the dried weight of the bacterial cultures. Molecular size
markers are indicated on the side of each panel. An arrow indicates the
relative mobility of the mature AmlB.
doi:10.1371/journal.pone.0048987.g002
Figure 3. Alpha-amylase activity. Time-course of the S. lividans
TK21 (pAMI11) (black circles), S.lividans DcssR (pAMI11) (white circles)
and S. lividans DcssS (pAMI11) (black squares) bacterial cell cultures
growing in NMMP medium (left Y axis). Alpha-amylase activity present
in the culture supernatants was determined at the indicated times and
is expressed as units per mg of protein (right Y axis). The data are the
average of at least three independent determinations. Bars show
standard error.
doi:10.1371/journal.pone.0048987.g003
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We have identified a two-component system and three proteases
that appear to participate in the elimination of misfolded proteins
in Streptomyces lividans, a well-known efficient secretory strain.
Among the 24 Streptomyces two-component systems that seem to
share homology with the Bacillus subtilis CssRS proteins we selected
three possible two-component systems as candidates, two of them
encoding the two sensor proteins with the highest degree of
homology (SCO5283-5282 and SCO2142-2143) and SCO4156-
SCO4155, whose genes were the only ones close to a potential
HtrA-like coding gene within a chromosomal organisation similar
to that of the Bacillus subtilis cssRS two genes operon. The
expression of the possible two-component systems was analysed in
a strain of S. lividans oversynthesising alpha-amylase, S. lividans
TK21(pAMI11). Only the SCO4156-SCO4155 operon was
upregulated while the expression of the other two remained
unaltered (data not shown), strongly suggesting that the upregu-
lated operon was likely to be the one involved in the S. lividans
secretion stress response. In fact, the transcriptional studies
performed in the CssR deficient strain revealed the polar effect
exerted on the cssS expression by the cssR mutation, thus
suggesting the functionality of both genes as a single transcrip-
tional unit, as is indeed the case in the B. subtilis and E. coli
equivalent operons [21,9].
The presence of an HtrA-like protease forming part of the
secretion stress response has been found in several Gram-positive
strains other than B. subtilis [22,23,24,25].
Interestingly, an efficient secretory strain such as B. subtilis
harbours two genes encoding HtrA-like proteins in its genome and
both genes are modulated by a two–component system whose
expression is triggered by the presence of secretory misfolded
proteins [8,9,10]. The finding of up to three HtrA-like genes,
whose expression is apparently controlled by the S. lividans two
genes cssRS operon, although novel, may not be too surprising. In
this regard, it is worth mentioning that overproduction of the
DegU regulator in S. coelicolor, a closely related strain to S. lividans,
does trigger overexpression of the major Sec route secretory
proteins [26]. The relative expression levels of the S. coelicolor
CssRS two-component system and the HtrA-like genes resulted
also up regulated in the DegU overproducer strain (Table S1), thus
enhancing the idea that the CssRS two-component system may be
widely present and playing the same role in the Streptomyces strains.
Efficient secretory strains must govern their protein secretory
systems very carefully, and the presence of the non-correctly folded
proteins may interfere considerably with the secretion machinery
exporting the mature secretory proteins outside the cell. There-
fore, the bacterial cell must use efficient means to ensure that only
properly folded proteins reach the extracellular space in a fully
active conformation, where their activity needs to function to the
maximum possible extent in the bacterial natural habitat. B. subtilis
and S. lividans are soil bacteria adapted to live in their natural
rough environments and must have evolved to develop that
capacity to the full.
These proteases are induced in response to stresses that are
likely to lead to protein misfolding. Bacterial secretory native
proteins fold very rapidly into structures that are resistant to
quality control proteases [3]. Therefore, it was not surprising to
find that when the S. lividans native protein AmlB was over-
synthesised, the mature protein appeared very rapidly in the cell
culture supernatants (Fig. 2A), and that this phenotype was also
observed when the enzyme was overproduced in the CssR- or
CssS-deficient strains, however, in these cases the secreted protein
was mainly carried to the cell culture supernatants in a misfolded
state, although some correctly folded protein was also present
outside the cell, which translates into a considerably reduced
alpha-amylase activity (Fig. 3), as well as a different degree of
access to the proteases regularly present in the cell culture
supernatant (Fig. 2B and C). The correctly folded alpha-amylase
made in the wild type strain is far more active as it has been
properly folded during secretion.
Further research has been undertaken to better understand the
regulatory events governing the action of the S. lividans CssRS two-
component system on the expression of the HtrA-like protease
genes. Experiments have been started to ascertain the relative role
played by the different HtrA-like genes, and in particular,
regarding the possible existence of any compensatory effects on
the depletion of each protease gene or combinations of genes in a
bacterium which, to our knowledge, is the first one reported to
have three different HtrA-like protease genes involved in bacterial
secretion stress response.
Materials and Methods
Bacterial strains, plasmids and media
The S. lividans TK21 [27] wild-type strain and its derivatives
were cultured in liquid NMMP medium using mannitol as carbon
source [27]. Apramycin (25 mg/ml), thiostrepton (50 mg/ml),
kanamycin (50 mg/ml) and chloramphenicol (25 mg/ml) were
added to the R5 and MS solid media, when required.
S. lividans DcssS and S. lividans DcssR are the cssS and cssR mutant
strains where genes cssS and cssR have been disrupted. To
construct the cssS mutant strain, oligonucleotides cssSdisrup_Fw
(59 GTTGGATCCGTGAACCGCTCCCTCAAC 39) and
cssSdisrup_Rv (59GGTGAATTCTTGTCCAGGATGTTGAC-
CAC 39) were used to amplify a 627 nt DNA fragment from the
S. lividans TK21 genome. To construct the cssR mutant strain,
oligonucleotides cssRdisrup_Fw ( 59GTTGGATC-
CACCTGGTCGTCCTGGACAT 39) and cssRdisrup_Rv
(59GGTGAATTCACGGCCTTCAGGATCTGCT 39) were
used to amplify a 421 nt DNA fragment from the S. lividans
TK21 genome. Both fragments were inserted into plasmid pOJ260
[28] through its unique BamHI and EcoRI sites to generate
plasmids pOJS and pOJR respectively, later used to conjugate E.
coli to Streptomyces, as described [29]. E. coli ET12567 carrying the
non-transmissible ‘‘driver’’ plasmid pUZ8002 was used for
conjugation [30]. Apramycin resistant strains, S. lividans DcssS
and S. lividans DcssR, containing the disrupted genes cssS and cssR,
respectively, were selected upon verification of the disruption by
PCR amplification and Southern blot hybridization analysis.
Plasmid pAMI11 [31] is a pIJ486 [32] derivative carrying the S.
lividans gene amlB and a frame-shift-mutated thiostrepton resis-
tance gene which was used to transform the S. lividans TK21, S.
lividans DcssS and S. lividans DcssR protoplasts to generate S. lividans
TK21(pAMI11), S. lividans DcssS (pAMI11) and S. lividansDcssR
(pAMI11).
Plasmid pAGAs5 is a pAGAs1 [17] derivative containing the S.
coelicolor agarase gene (dagA) and a frame-shift mutation in the
thiostrepton resistance gene [33]. Plasmid pAGAs5 was used to
transform S. lividans TK21 to obtain S. lividans TK21 (pAGAs5).
Plasmid pIJ486 was propagated into the S.lividans TK21, cssS and
cssR mutants to generate the corresponding isogenic strains.
Quantitative real time PCR (qRT-PCR)
Total RNA was isolated from bacteria growing cultures using
the RNeasy midi Kit (Qiagen). Cell lysates were extracted twice
with phenol-chloroform before being loaded onto RNeasy midi
columns for RNA purification. DNA potentially contaminating the
RNA preparations was removed by incubation with RNase-free
DNAse (Ambion) and its absence was tested by quantitative real
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time PCR amplification in the absence of reverse transcriptase.
Complementary DNA was synthesised using the High Capacity
Archive kit (Applied Biosystems). Quantitative real time PCR
(qRT-PCR) was performed using SYBR Green technology in an
ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
Samples were initially denatured by heating at 95uC for 10 min. A
40-cycle amplification and quantification program was then
followed (95uC for 15 sec and 60uC for 1 min) by a single
fluorescence measurement per cycle, according to the manufac-
turer’s recommendations. Subsequently a final extension cycle
(72uC, 1 min) was performed. Three biological samples from the
different bacterial cultures were amplified in triplicate in separate
PCR reactions. All PCR products were between 50 and 150 bp in
length.
A melting curve analysis was conducted after amplification to
distinguish the targeted PCR products from the non-targeted ones.
The melting curves were obtained by heating at temperatures
ranging from 60uC to 95uC at a rate of 0.2uC per sec, with
continuous fluorescence scanning. Oligonucleotides HRDBD (59-
GGACAAGCTGGCGAACTC -39) and HRDBR (59-
CCTCCAGCAGGTGGTTCT -39) were used to amplify the
hrdB transcript carried out as an internal control to quantify the
relative expression of the target genes. The hrdB transcript has
currently been used as a reference to normalise the relative
expression of Streptomyces genes [26,34,35,36]. The oligonucleotides
used as primers to amplify other transcripts are indicated in
Table 1.
Protein analysis and Western blot experiments
Standard extracellular protein analyses were essentially carried
out as described [37]. Supernatants from cells grown in NMMP
medium were collected by centrifugation at 1,4006g for 10 min-
utes. TCA was added at 10% final concentration to the
supernatants and the mixture was incubated at 220uC for one
hour to precipitate the extracellular proteins. The proteins were
then separated by centrifugation at 15,0006g for 20 minutes at
4uC. Protein pellets were washed twice with ice-cold acetone and
the residual acetone was removed by air-drying. Protein pellets
were resuspended in 10 mM Tris-HCl (pH 7,5).
For intracellular protein analysis, the cell pellets were harvested
by centrifugation at 1,4006g for 10 minutes, washed in P buffer
[38], and sonicated on ice for three bursts of 5 s and re-suspended
in P buffer containing the EDTA-free protease inhibitor cocktail
(Roche).
For Western blot analysis, proteins were fractionated by SDS-
PAGE in 10% (w/v) acrylamide gel [39] and transferred onto
immobilon polyvinylidene difluoride membranes (Milipore), as
described [40]. The protein concentration in the different samples
was determined using the BCA protein assay kit (Pierce), as
indicated by the supplier. The transferred material was incubated
with rabbit polyclonal antibodies raised against S. lividans TK21 a-
amylase (AmlB; a gift from C. Isiegas) followed by incubation with
HRP-conjugated protein A (Invitrogen Laboratories) diluted
1:10,000 in PBS containing 5% (w/v) skimmed milk for 40 min
at room temperature [41]. Peptides reacting with the antibodies
were revealed using the ECL enhanced chemiluminescence system
from Amersham after a one min incubation and different
exposures to X-ray film ranging from 20 s to 2 min.
Enzyme activities
To determine extracellular alpha-amylase activity, the super-
natants from 20-ml aliquots of bacterial cell cultures at the
indicated phases of growth were concentrated by precipitation
with ammonium sulphate brought to 80% saturation; the
precipitated protein was collected by centrifugation at 13,0006g
for 30 min and dissolved in 20 mM phosphate buffer (pH 7). The
activity of alpha-amylase activity was estimated by determining the
amount of reducing sugar released from starch. The assay was
carried out by adding supernatant sample and starch solution 1%
(w/v) treated with NaBH4, as described [42], in 20 mM phosphate
buffer and was incubated at 37uC for 30 min. The reaction was
stopped by the addition of dinitrosalicylic acid [43]. One unit of
alpha-amylase was defined as the amount of enzyme necessary to
produce reducing sugar equivalent to 1 mmol of glucose in 30 min
under the assay conditions. The specific activity was expressed as
units per mg of protein.
The protein concentration in the different samples was
determined using the BCA protein assay kit (Pierce), as indicated
by the supplier.
Supporting Information
Table S1 Quantitative RT-PCR analysis of the two-
component system and the three genes encoding HtrA-
like proteases in the S. coelicolor DegU overproducer
strain. Quantitative RT-PCR analysis of the two-component
system and the HtrA- like protease genes in the S. coelicolor DegU
overproducer strain (S.coelicolor M28; [26]) compared to that of the
corresponding isogenic strain (S. coelicolor M145 [pIJ487]). The
results correspond to the mean of at least three biological
replicates, standard deviation are shown. hrdB was used as the
reference gene to quantify the relative expression of the target
genes. Oligonucleotide primers used to amplify the transcripts are
indicated in Table 1.
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Table 1. Oligonucleotide primers used for gene transcript
amplification.
Gene Forward primer Reverse primer
SLI2142 TGTTCCTGGAGCGGCAGTA TCCCGCTGCTGGATGATCT
SLI2143 GACCTCGTCGTCCTGGACAT GTGCGGTCAGCACGATCAC
SLI2171 (htrA1) GGTGATCAAGGACGTACTG GTCACCCGGAACGACTTC
SLI3471 (dagA) GAAGGGGTATTTCGCAGATG GGAATCCATTCCGAAGAAGA
SLI3977 (htrA3) AGCAAGGCGTCCTACATGA AGTTGATGCCGATGACGTT
SLI4155 (cssS) TGGTCAACATCCTGGACAA CCAGAAGCGGTCGAAGAC
SLI4156 (cssR) CGAACTCCCTCGACGTGTA CGGACCAGGCCTGTCACT
SLI4157 (htrB) GAACGACGGCAAGCAGTA GCGTTCTCCAGCTTGATCA
SLI5149 (htrA2) ATCACCGTGACCTTCAACAG TGACGCCCTTGACCTTCA
SLI5282 TGGACAACGGCGTCATAC GACCATGTTGGCCTCCTT
SLI5283 AGGGATTCCTGGTGCAAAC GCAGCATGATGTCGAGGAT
SLI7020 (amlB) TGTTCGAGTGGAAGTTCACC TCGACCATGCTCTTGAACTG
For clearer identification, the S. coelicolor gene nomenclature has been adopted
for S. lividans, and the SCO acronym has been changed to SLI to indicate the
strain of origin.
doi:10.1371/journal.pone.0048987.t001
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